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Uber die Eicosapolyensaéuren des Heringséls 
Von 
E. Klenk und L. Brucker-Voigt 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitét Kéln 
(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Dezember 1960) 


Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber die Polyensiiuren der 
Fischéle haben wir noch eine genauere Charakterisierung der C.9-Polyen- 
siuren des Heringséls durchgefiihrt. Uber die C,,-, C,,- und C,.-Polyen- 
siuren dieses Fischéls haben wir! bereits berichtet. 

In der durch fraktionierte Hochvakuumdestillation der Methyl- 
ester gewonnenen Eicosapolyensiurefraktion fand sich als Hauptbestand- 
teil die 45-8§-11-14.17.Kicosapentaensiure, deren Vorkommen von uns? be- 
reits im Jahre 1953 im Dorschlebertran nachgewiesen wurde. Sie konnte 
daraus auch kurze Zeit spiter als solche isoliert werden®. Isoliert wurde 
inzwischen eine Siure dieser Konstitution auch aus afrikanischem Sar- 
dinenél von Whitcutt und Sutton4, sowie aus Menhadendl von Stof- 
fel und Ahrens’. 

Unser Hauptinteresse richtete sich im vorliegenden Fall auf die ge- 
nauere Identifizierung der schwiicher ungesittigten Eicosapolyensauren, 
da diesen eine gewisse Bedeutung als Zwischenprodukte des Polyen- 
siurestoffwechsels zukommen diirfte. Die Abtrennung der Saéuren ver- 
schiedener Ungesittigtheit machte in Anbetracht ihres nur spurenweisen 
Vorkommens erhebliche Schwierigkeiten. Es konnte aber der Nachweis 
des Vorhandenseins von Dien-, Trien- und Tetraensiuren erbracht wer- 
den. Jede dieser Fettsiurefraktionen lieB sich auch in soweit gereinigter 
Form gewinnen, dai sie im wesentlichen aus einer einzigen Komponente 
oder aus einem Isomerengemisch von 2 Komponenten bestand und daB so 
eine Konstitutionsaufklirung durch oxydativen und reduktiven Ozonid- 
abbau méglich war. Demnach handelte es sich bei der Diensiurefraktion 
um 4141-14.Ricosadiensiure, bei der Triensdurefraktion um ein Gemisch 
von etwa 40% A’-4-14. und etwa 60% 44-1417. Kicosatriensiure und bei 
der Tetraensiurefraktion um ein Gemisch von etwa 40% A5-8-4-14. und 
etwa 60% A8-11-14.17_Kicosatetraensiure. Dieselben Siuren erhielten im 
wesentlichen auch Stoffel und Ahrens aus Menhadendl. 


1 a) E. Klenk u. H. Brockerhoff, diese Z. 307, 272 [1957], 310, 153 [1958]; 
b) E. Klenk u. H. Steinbach, diese Z. 316, 31 [1959]. 

2 E. Klenk u. W. Bongard, Intern. Conf. on Biochem. Problems of Lipids, 
Koninklijke Vlaamse Academie voor Wetenschappen, Letteren en Schone Kunsten 
van Belgie, Briissel 1953, S. 33. 

3 KE. Klenk u. D. Eberhagen, diese Z. 307, 42 [1957]. 

4 J. M. Whitcutt u. D. A. Sutton, Biochem. J. 63, 469 [1956]. 

5 W. Stoffel u. E. Ahrens jr., J. Lipid Res. 1, 139 [1960]. 
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Zum AbschluB dieser Untersuchungen haben wir die Zusammen- 
setzung des Fettsiuregemischs vom Herings! auf gaschromatographi- 
schem Wege ermittelt. Das Ergebnis zeigt Tab. 1. AuBerdem gibt die 
Tab. 2 noch einen Uberblick iiber die in der vorliegenden und den voraus- 
gegangenen! Arbeiten im Herings6l nachgewiesenen Polyenfettsduren. 
Diese Tabelle enthalt nur Polyensiuren, die als solche oder als Isomeren- 
gemisch isoliert wurden. Polyensiuren, die in den isolierten Substanzen 
in Mengen von weniger als 10—15% vorhanden sind, lassen sich aller- 
dings mit den angewandten Abbaumethoden nicht mehr einwandfrei 
erfassen. 


Tab. 1. Zusammensetzung des Fettsiuregemischs von Heringsdél in % der 








Gesamtfettsauren. 
Zahl der Doppelbindungen Cis Cy. Cis Coo Coo 
0 5,5 12,1 0,7 ee = 
1 (0,1*) 4,5 17,8 14,8 26,2 
2 (+*) 0,7 15 |<0,1 a 
3 (+*) 0,3 0,9 <0,1 (0,1*) 
4 (+*) 0,3 3,7 0,2 (0,1*) 
5 — — — 6,0 p 
6 -— = — — 4,2 

















* Nicht niher identifiziert. 


Tab. 2. Konstitution der im Heringsél nachgewiesenen Polyenfettsiuren. 

















Linolsaiuretyp Linolensauretyp andersartiger Typ 
7-10.13 6.9 
Cc. : A A 
A4+7-10-13 A%12 
M18-9-12 
A 6-9-1215 
9.12 9.12. 
Cis Ast A 912-15 
M18-9-12.15 
a) . 214.17 
Coo Au 14 All 14.1 
8-11-14 A8-ll-14-17 
A5-8-11-14 A15-8-11-14.17 
Cos A7-10-13.16-19 
4-+7-10-13.16-19 











Ein Vergleich der Tab. 1 u. 2 zeigt, dab bei einem Polyensiuregehalt 
von 18,2% der Gesamtfettsiuren 15,2% Polyensiiuren vom Linolen- 
siuretyp und nur 1,6 vom Linolsdiuretyp (darunter 1,5% Linolséure) 
vorhanden sind. Besonders auffallend ist der geringe Gehalt an C,)- und 
C,.-Polyensiuren vom Linolsiuretyp. Unter ihnen findet sich die fiir die 
Organphosphatide der Siugetiere so charakteristische Arachidonsiure 
(A5-8-11.14. Kicosatetraensaure) in Mengen von nur 0,1%. Die Mengen der 
anderen Polyensiuren dieses Typs ist noch geringer. AuBerdem konnten 
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die in den Organphosphatiden der Saugetiere in kleineren Mengen vor- 
kommenden Polyensiuren vom Olsiuretyp (z. B. A>-8-41-Eicosatrien- 
siure®) hier nicht aufgefunden werden. 

Bei der gaschromatographischen Untersuchung der isolierten Polyen- 
siuren verhielt sich nur die Diensiurefraktion wie eine im wesentlichen 
einheitliche Substanz. Das Chromatogramm der Trien- und Tetraen- 
siurefraktion enthielt zwei nahe beieinander liegende stark ausgepriigte 
Maxima. Da auf Grund des Infrarotspektrums das Vorhandensein von 
trans-Verbindungen in nennenswerten Mengen auszuschlieBen ist, scheint 
hier eine Trennung des Isomerengemischs in beide Komponenten erfolgt 
zu sein. Das Chromatogramm der Pentaensiiure zeigt im absteigenden 
Ast eine deutlich ausgepriigte Schulter, die wohl auf das Vorhandensein 
von trans-Isomeren zuriickzufiihren sein diirfte. Fiir die Anwesenheit von 
trans-Isomeren spricht auch die Absorptionsbande bei 10,3 «4 im Infra- 
rotspektrum. Da im Gaschromatogramm der als Ausgangsmaterial ver- 
wendeten Polyensiurefraktion bei dem Pentaensiuremaximum die Schul- 
ter fehlt, diirften die trans-Isomeren erst im Laufe der Aufarbeitung ent- 
standen sein. Dieser Befund bedarf noch einer eingehenderen Unter- 
suchung. 


Die Untersuchung wurde durch Mittel der Deutschen Forschungsge- 
meinschaft und des Verbandes der Chemischen Industrie, Fonds der Che- 
mischen Industrie, unterstiitzt. 


Beschreibung der Versuche 


Die quantitative Zusammensetzung der Gesamtfettsiuren 
Das aus 1420 g Herings6l* durch Verseifung mit ln alkoholischer NaOH und 
Abtrennung des Unverseifbaren gewonnene Fettsiuregemisch wurde durch Kristal- 
lisation aus Aceton (etwa 10proz. Lésung) bei 0°, —20°, —40° und —70° fraktio- 


Abb. 1. Gaschromatogr. der Saure- 
frakt. a (Kolonne: 7 4mm, Lange 13 
1200 mm. Fiillung: Reoplex 400 
auf Celite. Kolonnentemp. 200°, Ar- 
~~ ap reer g 1=C?, (4,5% ); 


a (+); 3 = = CP, (24,59 Yo )3 
(1,7%)3 7 = "Oe (45%); 8 = Cy 
(+); 9 = Chy (16,8%); 10 = Ch, 
(48%). Der ‘Index iiber C gibt die 
Zahl der in der Kohlenstoffkette 
vorhandenen Doppelbindungen an. 
Allgem. Bemerkung zu den hier ge- a 
brachten Gaschromatogrammen: Nl 


Die Marken auf den Abszissen zei- 30Min 
gen die Maxima der gesittigten 
Test-Sauren bzw. -Ester an. Test Cy bg Og % b2 


H DOTS 
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ss 
de 
~e Oo 
Ca 
— 
rf 
oe 
mr 
o 
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o> 
\| 
Qe 
a) 
wo 

















6 E. Klenku. F. Lindlar, diese Z. 301, 157 [1955]; E. Klenk u. W. Montag, 
Liebigs Ann. Chem. 604, 4 [1957]. 
* Der Firma A/S Johan C. Martens & Co., Bergen (Norwegen), danken wir 
fiir die freundliche Uberlassung des Ausgangsmaterials. 
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niert. Nach Vereinigung der bei 0° und —20° auskristallisierten Fraktion wurden 
erhalten: a (bei 0° u. —20° auskrist. Anteil) 578 g, b (bei —40° auskrist. Anteil) 
280 g, c (bei —70° auskrist, Anteil) 238 g, d (bei —70° in Lésung gebliebener Anteil 
246 g. Die Zusammensetzung dieser vier Séurefraktionen ergibt sich aus den Abb. 
1—4. Die Auswertung der erhaltenen Gaschromatogramme erfolgte unter der Vor- 
aussetzung, daB der Flacheninhalt eines jeden Maximums proportional zur molaren 
Konzentration der betreffenden Komponenten im Gemisch ist. Aus dem molaren 
Verhaltnis"errechnete man die Gewichtsprozente. 


/ 














6 
0 
3 
4 TT 
| Re} \ 5 769 7‘ 
" ; Min. 
Testly Gg Og Og v7) 


Abb. 2. Gaschromatogramm der Saurefrakt. b. Auswertung: C2, (12,8%); 




















] = 
2 = Cha (+); 3 = Oke (4:2%)s 4 = Che (451%); 5 = Che (+) 6 = Che (29,9%); 
7 = Ci,(1,2%); 8 = C3,(0,1%); 9 = C$g(0,8%); 10 = Ch_(26,0%); 11 = Ch2(21,0%). 
6 | 
1 
1, 
5 TT 
3 iby Re) \ «6 6 
if : ‘ H Min. 
Test ly Gg Og {9 Wr 


7 = Ch, (0,8%); 8 = Ch, (0.9%); 9 = Che (0.7%); 10 = Che (51,2%)3 11 = Che 
(239%); 12 = Ch, (1,99); 13 = Che (1.5%); 14 = Chp (11,1%); 15 = Cho (+)3 
16 = Cfp (25%); 17 = Che (5,7%). 
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Abb. 4. Gaschromatogramm der Saurefrakt. d. Auswertung: 1 = C2, (1,2%); 

2 = Che (0,5%); 3 = Chg (9,8%); 4 = Cig (2,8%); 5 = Ch (0,5%); 6 = Che (1.3%); 

7 = Ch, (3.2%); 8 = C8, (4,79); 9 = C8, (351° ); 10 = Cf, (16,8°%); 11 = Ch, (0.4%); 

12 = CZ (0,2%); 18 + 14 = C8, (0,7%); 15 = Chy (1,0%); 16 = C§, (29,6%); 
17 = Ci, (0,6%); 18 = Ch, (0,6%,); 19 = Che (1,1%); 20 = Ch, (22.1%). 


Die Isolierung der Eicosapolyensauren 


Zur Untersuchung kam die Esterfraktion der C,)-Polyensauren, die bei der zur 
Gewinnung der C,,-Polyensauren bereits friiher!» durchgefiihrten Hochvakuum- 
destillation der Polyensiuremethylester (Frakt. d) anfiel. Tab. 3 gibt einen Uber- 
blick iiber die in dem hier interessierenden Bereich erhaltenen Fraktionen. Die pa- 
pierchromatographische Priifung? der freien Saéuren von Frakt. 21, 22, 26 und 27 
ergab Identitét mit n-Eicosanséure. Beimengungen von niedrigeren und héhe- 
ren Homologen lieBen sich nicht feststellen. 


Tab. 3. Fraktionierte Vakuumdestillation der Polyensiuremethylester (Bereich der 
C,9-Polyensauren). 





hydrierte Saéure 



































Heizbad- Schmp. Aquiv.-Gew. 
Frakt. | temp. | Sp. [Menge| Jod- Misch 

°C C & | zabl | oh | WE |Schmp. um- 

‘ krist. oC roh | List 

C 00 : 

21 228 90—94 5,2 288 | 72,0 | 74,1 | 74,0 | 308 310 
22 229 94—96 9,2 288 | 72,1 | 74,0 | 74,0 | 310 | 311 
23 230 96 2,8 288 | 72,1 | 74,0 | 74,0 | 310 | 311 
24 231 96 1,5 289 | 72,2 | 74,0 | 74,0 | 312 | 312 
25 232 96 1,3 289 | 72,2 | 74,1 | 74,1 | 311 312 
26 233 97—98 3,6 289 | 72,4 | 74,2 | 74,1 | 309 312 
27 234 98—101 | 1,7 289 | 72,3 | 74,2 | 74,2 | 311 312 


7 H. P. Kaufmann u. W. H. Nitsch, Fette u. Seifen 56, 154 [1954]. 
8 K. W. Rosenmund u. W. Kuhnhenn, Z. Nahrungs- u. GenuBmittel 46, 
154 [1923]. 
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Die Zerlegung des Polyenséuregemischs nach dem Grad der Ungesattigtheit 
erfolgte wieder wie friiher nach dem Gegenstromverfahren von Ahrens und Craig? 
unter Anwendung einer 200stufigen Apparatur!®. Auf diese Weise wurden die aus 
den Esterfraktionen 21—26 (Tab. 3) gewonnenen freien Sauren in einzelnen Por- 
tionen von etwa 4 g aufgearbeitet. Eine der bei den verschiedenen Ansatzen erhal- 
tenen Verteilungskurven zeigt Abb. 5. Den Trennungseffekt kontrollierte man mit 
Hilfe des Isomerisierungsverfahrens. Bei einem einzigen Durchgang lieB sich nur die 
in reichlichen Mengen vorhandene C,9-Pentaensaure isolieren. Jeder Ansatz ergab 
etwa 1,7 g der reinen Substanz. 


Coq -Pentaensaure 





200 300 400500 600 700 
Frakt. > 

Abb. 5. Verteilungskurve der C,)-Polysensaurefraktion (200stufige Apparatur). 
Ausb.: Frakt. 201—300: 0,18 g Pentaensiure; Frakt. 301—370: 1,69 g Pentaen- 
siure; Frakt. 371—390: 0,40 g Pentaensdure; Frakt. 391—450: 0,69 g Pentaen-, 
Tetraen- und Triensaéure; Frakt. 451—505: 0,45 g Tetraen-, Trien- und Diensaure; 
Frakt. 506—580: 0,18 g Trien-, Dien- und Monoensaure; Frakt. 581—700: 0,51 g 

. Vorlauf. 


Zur Isolierung der Tetraensiure wurden die Frakt. 391—450 (Abb. 5), sowie 
die entsprechenden Fraktionen von 3 weiteren Verteilungen vereinigt und diese in 
derselben Weise noch einmal mit Hilfe des Gegenstromverfahrens fraktioniert. 
Man erhielt jetzt 1,35 g einer Tetraensdurefraktion, die auf Grund der spektro- 
photometrischen Untersuchung nach Alkaliisomerisierung (Abb. 9) praktisch frei 
von Pentaensiure war. Das fiir die Pentaensiure charakteristische Absorptions- 
maximum bei 346 my ist nur andeutungsweise zu erkennen. 

Die Versuche, bei diesem Ansatz auch die in noch wesentlich geringeren Men- 
gen vorhandenen Dien- und Triensaéuren herauszufraktionieren, blieben ohne Er- 
folg. Die Aufarbeitung, die viele Wochen in Anspruch nahm, fiihrte schlieBlich zu 
Substanzen, die offensichtlich trotz aller Vorsichtsma8nahmen durch Autoxydation 
stark zersetzt und so fiir die weitere Untersuchung ungeeignet waren. Die Isolierung 
dieser Séuren gelang erst, als die Gegenstromverteilung einer frisch hergestellten 
C,9-Polyensaurefraktion mit einer sehr exakt gearbeiteten 500stufigen Apparatur* 
durchgefiihrt wurde. Mit dieser Apparatur wurde eine nahezu vollstandige Auf- 
trennung des Gemischs in einem Arbeitsgang erzielt (Abb. 6). Naher untersucht 
wurden nur die die schwacher ungesattigten Polyenséuren enthaltenden Fraktionen 
(Frakt. 1525—2200). Aus 8,75 g des in 2 Portionen aufgearbeiteten C.9-Polyen- 
siuregemischs erhielt man 142 mg Dien- und 125 mg Triensdure. Beide Saurefrak- 
tionen waren noch mit kleineren Mengen von héher ungesattigten Sauren, vor allem 
Pentaenséure, verunreinigt. Die letzteren wurden im Fall der Triensaéurefraktion 
durch Saulenchromatographie nach dem von Kapitel!! modifizierten Verfahren 
von Howard und Martin entfernt, wobei man aus 50 mg Triensiure 20 mg der 
gereinigten Substanz erhielt. 


* Fa. H. O. Post, Scientific Instrument Co., Inc. 6957, 63rd Avenue, Middle 
Village 79, N.Y./USA. 
® EK. H. Ahrens u. L. C. Craig, J. biol. Chemistry 195, 299 [1952]. 
10 F. A. v. Metzsch, Chemie-Ing.-Techn. 25, 66 [1953]. 
11 W. Kapitel, Fette u. Seifen 58, 91 [1956]. 
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Abb. 6. Verteilungskurve der C,)-Polyensaurefraktion (500stufige Apparatur). 

Eingesetzte Menge 4,49 g. Ausbeute: Frakt. 1525—1586: 41 mg Zwischenfraktion; 

Frakt. 1587—1660: 55 mg Trienséure; Frakt. 1661—1700: 22 mg Zwischenfraktion ; 

Frakt. 1701—1820: 67 mg Diensaure; Frakt. 1821—1940: 57 mg Zwischenfraktion ; 

Frakt. 1941—2040: 160 mg Monoensiure; Frakt. 2041—2200: 36 mg Zwischen- 
fraktion. 


Charakterisierung der isolierten C,)-Polyensauren 


Jodzahl: C.9-Diensiure 168; Cy9-Triensiure 224; C.9-Tetraensiure 317; Cy9- 
Pentaensaure 385. 

Die Hydrierung der Tetraensiure und Pentaensiure fiihrte zu einer Saure 
(roh) vom Schmp. 73,5 bzw. 73,4°. Schmp. der wmkristallisierten Substanz 74 bzw. 
74°. Sie gibt mit reiner n-Eicosansaure (Schmp. 74°) keine Schmelzpunktdepression. 
Aquiv.-Gew. gef. 312,0 bzw. 311,8 (C.>H,)0, ber. 312,3). Die papierchromato- 
graphische Priifung ergab Identitaét mit n-Eicosansiure. Beimengungen von niedri- 
geren oder héheren Homologen waren nicht festzustellen, Die Identifizierung der 
Hydrierungsprodukte von den nur in kleineren Mengen anfallenden Dien- und 
Triensduren erfolgte durch gaschromatographische Untersuchung der Methylester 
(Abb. 7). 


hydrierte Gy" Diensdure | a 
— 

















0 
hydrierte Coq Triensaure | 
A fn 0 
Min. ae 
Test Ug he fn 


Abb. 7. Gaschromatogramm der hydrierten C,9-Diensiure und C,9-Triensaure. 

Zusammensetzung der hydrierten Diensiure: 4% Stearinsiure und 96% n-Kicosan- 

siure. — Zusammensetzung der hydrierten Trienséure: 1% Palmitinséure, 2% 
Stearinsaéure, 97°, n-Eicosanséure und Spuren héherer Homologer. 
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Die bei der gaschromatographischen Untersuchung der isolierten ungesattigten 
Sauren erhaltenen Ergebnisse sind in der Abb. 8 wiedergegeben, wahrend die Abb. 9 
die UV-Absorptionsspektren vor und nach der Alkaliisomerisierung zeigt. Um die 
Frage nach dem Vorhandensein von trans-Isomeren zu entscheiden, wurden von 
der C.9-Tetraenséure und der C,9-Pentaensaure auch die IR-Spektren aufgenom- 
men (Abb. 10). 
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Abb. 10. IR-Spektren der Cyo-Tetraensiéure (45-8-11-14. und 4%-11-14-17.Hicosa- 
tetraensiure, oben) und der C,9-Pentaensaure (45-8-1!-14-17.Kicosapentaensaure, 
unten). 


Der Ozonidabbau 


Der oxydative Abbau der freien Sauren sowie ihrer Methylester, die chromato- 
graphische Trennung und quantitative Bestimmung der Abbaudicarbonséuren 
wurde in der iiblichen Weise!” durchgefiihrt. Jede einzelne siulenchromatographisch 
abgetrennte Dicarbonséure wurde, soweit nichts anderes vermerkt, auch noch 
papierchromatographisch (C,—C,-Dicarbonsauren nach Klenk und Tomuschat*, 
C,—C,,-Dicarbonséuren nach Klenk und Faillard*) identifiziert (s. Tab. 4 und 5). 

Bei diesen Abbauversuchen wurde, infolge der angefallenen geringen Mengen, 
ein Trienséurepriparat verwendet, das noch mit etwas Pentaensdure verunreinigt 
war. Zur Sicherung des Ergebnisses fiihrte man auch noch mit dem Methylester der 
gereinigten Substanz einen entsprechenden Abbauversuch durch und stellte aus 
der siulenchromatographisch wie oben abgetrennten Fraktion der Dicarbonséuren- 
monomethylester die Dimethylester dar, welche anschlieBend gaschromatographisch 
identifiziert wurden (Abb. 11). 


122 EK. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]; siehe auch L. 
Brucker-Voigt, Dissertat. Kéln, 1960. 

13 Noch unveréffentlicht. Papier: Schleicher & Schiill 2043b. Lésungsmittel: 
5% Butanol enthaltendes Chloroform als mobile Phase und 10proz. Essigsaure als 
stationire Phase. Laufzeit: 5—8 Stdn. Farbung: KJ, KJO,, Starkelésung. 

14K. Klenk u. H. Faillard, diese Z. 292, 268 [1953]. 
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Tab. 4. Abbaudicarbonsauren der isolierten C,9-Polyensiéuren (Menge in Mol pro 
Mol Polyensaure). 
Diensaure | Trienséure | Tetraensiure|Pentaenséure a 
C,,-Dicarbonséure. . . 0,72 0,36 — — _ 
Korksaure (C,) . . . . — 0,27 0,45 — ™ 
Pimelinséure (C,) . . . — 0,09 0,03 — 
Adipinsaure (C,) : 0,04 0,06 0,11 —- 
Glutarsaure (C;) Sim 0,12 0,08 0,34 0,73 der 
Bernsteinsaure (C4) . . 0,09 0,07 0,06 0,06 Per 
Malonsaure (C,). . . . 0,60 0,84 1,37 1,99 
Tab. 5. Abbaudicarbonsiauren der isolierten C,)-Polyensiuremethylester (Menge in 
Mol pro Mol Fettsiuremethylester). 
Methylester der det 
Diensiure | Trienséure | Tetraensdure| Pentaensaure ein 
Dicarbonsauren- Iso 
monomethylester . . 0,82 0,88 0,88 0,78 der 
Pimelinséure (C,) . . . (0,02)* 0,10 — — gev 
Adipinsaure (C,) (0,01)* _ = (0,01)* 
Glutarsdure (C;) . . 0,02 0,04 0,05 0,08 
Bernsteinsaure (C4) . . 0,03 0,02 0,04 0,04 
Malonsaure (C,;). . . . 0,60 0,86 1,44 2,10 
* nicht papierchromatographisch identifiziert. 
Es 
die 
chr 
or. 
0ZO 
eicc 
_— eicc 
para) ; 5 Min. ack 
Test ly Cg fig Oy 
fou 
Abb. 11. Gaschromatogramm der Methylester der héheren Dicarbonsauren aus der 
Triensiure. Zusammensetzung: 30% Korksaure, 70° C,,-Dicarbonsaure u. Spuren 
anderer Homologer. Lin 
Tab. 6 zeigt das Ergebnis des reduktiven Ozonidabbaus'®, wobei die vom 
Methylende der Polyenséuren abgespaltenen Aldehyde in Form ihrer Dinitrophenyl- 
hydrazone durch chromatographische Analyse quantitativ bestimmt und identifi- 
ziert wurden. 
16 K. Klenk u. G. Kremer, diese Z. 320, 111 [1960]; siehe auch 1. c.!4 
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Tab. 6. Abbaualdehyde der isolierten C,9-Polyensiuren 
(Menge in Mol pro Mol Polyensaure). 
Diensaéure | Triensaure {| Tetraenséure| Pentaensaure 
EAORENRL 6.5 kk ss 0,12 0,41 0,31 0,63 
i) ama 0,67 0,31 0,22 — 

















Das Auftreten des Propanals beim Abbau der Dienséure mu8 zum mindesten 
der Hauptsache nach auf die in dem Praparat als Verunreinigung vorhandene C4»- 
Pentaensaure zuriickgefiihrt werden. 


Zusammenfassung 


Durch gaschromatographische Analyse wurde die Zusammensetzung 
der Gesamtfettsiuren des Heringséls ermittelt. 

In der Fraktion der C,,)-Polyensiuren konnte durch Isolierung der 
einzelnen Komponenten bzw. der aus zwei Komponenten bestehenden 
Isomerengemische und durch oxydativen und reduktiven Ozonidabbau 
der isolierten Substanzen das Vorkommen folgender Polyensiuren nach- 
gewiesen werden: 

A-14.Kicosadiensiure (< 0,1% der Gesamtfettsauren) 

A8-11-14. ynd 11-14-17_Kicosatriensiure (< 0,1%) 

A5-8-11.14. ynd A8-11-14-17_Kicosatetraensiure (0,2%) 

A5-8-11.14.17_ Kicosapentaensiure (5,8%). 

Es wurden demnach nur Polyenséiuren vom Linol- und Linolensiuretyp, 
die ersteren in sehr geringen Mengen, angetroffen. 


Summary 


The total fatty acids of herring oil have been separated by gas 
chromatography. 

Components of the C,9-polyenoic acid fraction were isolated singly 
or as two-isomer mixtures, and identified by oxidative and reductive 
ozonide degradation. The following polyenoic acids were found: 4!14- 
eicosadienoic acid (< 0.1% of the total fatty acids), 4%1114- and 4111417. 
eicosatrienoic acid (< 0.1%), 4581114. and 4%111417eicosatetraenoic 
acid (0.2%), 4°8111417eicosapentaenoic acid (5.8%). 

Thus only the linoleic and linolenic type of polyenoic acids were 
found, the former in very small amounts. 


Prof. Dr. EH. Klenk, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, Kéln- 
Lindenthal, Joseph-Stelzmann-StraBe 52. 
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Uber experimentelle ernahrungsbedingte 
Lebernekrosen, IV‘ 


Zur Frage der Normalisierung des P/O-Quotienten in Lebergewebe, 
das durch eine nekroseerzeugende Diat geschadigt ist 
Von 
Andreas Hock und Klaus Strunz 
Aus dem Institut fiir Tierernihrungslehre der Humboldt-Universitaét zu Berlin 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1960) 


In vorausgehenden Mitteilungen! ? berichteten wir iiber einen Ab- 
fall des Qo, von Leberschnitten sowie des P/O-Quotienten von Leber- 
homogenat als Wirkung einer nekrogenen Hefediit. Dabei konnten wir 
zeigen, daB der Abfall der Qog-Werte und der P/O-Quotienten direkt 
proportional verlaiuft. Dieser Befund steht im Widerspruch zu den Be- 
obachtungen einer Reihe von Autoren®, die bei der sogenannten Ent- 
kopplung der oxydativen Phosphorylierung durch Tyroxin oder 1.4-Di- 
nitro-phenol mit abfallenden P/O-Werten stets ein Ansteigen der Qog- 
Werte feststellten. Es erhebt sich daher die Frage, ob es sich bei dem 
beobachteten Absinken des P/O-Quotienten um einen Ausfall der Bil- 
dung organischer Phosphate (iiber ATP) handelt. Bei der von uns an- 
gewendeten Versuchsanordnung, bei der mit Homogenaten und nicht 
mit isolierten Mitochondrien gearbeitet wurde, kénnten — wie wir be- 
reits in der vorausgegangenen Mitteilung ausfiihrten — trotz Zusatz von 
KF sogenannte ,,phosphate leaks“ auftreten, d.h. es kénnten Phos- 
phatasen in einem solchen Umfange wirksam werden, daB die Hemmung 
durch KF nicht mehr voll wirksam wire und das bereits gebildete or- 
ganische Phosphat, z. B. Glucose-6-phosphat, gespalten wiirde. Dies 
wire vor allem vorstellbar, wenn — was Piccardo und Schwarz? 
wahrscheinlich machen konnten — Mikrosomen als Folge der Schadigung 
in vitro oder auch schon in vivo in gréBerem Umfang zerfallen und dabei 
Phosphatasen in erheblicher Menge freigesetzt wiirden. In diesem Falle 
kénnte nicht erwartet werden, daB eine Infusion nekrotroper Substanzen 
kurz vor der Tétung der Tiere die abgesunkenen P/O-Werte, ahnlich 


1 TIT. Mitteil.: A. Hock, L. Mispelhorn u. K.Strunz, diese Z. 318, 258 
[1960]. 

2 I. Mitteil.: A. Hock u. K. Strunz, diese Z. 315, 90 [1959]. 

3 E.C. Slater, Rev. pure appl. Chem. 8, 221 [1958]; C. Martius, Proc. 
3. Int. Congr. Biochem., Briissel 1955, S. 1. 

4 M.G. Piccardo u. K. Schwarz, Symp. on liver function (Publ. Nr. 4 of 
the Amer. Inst. of biol. Sciences), S. 528, Washington 1958. 
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wie es von Schwarz und Mitarbeitern' fiir die Qo.-Werte gezeigt wurde, 
noch normalisiert, da eine Hemmung von Phosphatasen durch diese 
Substanzen (Vitamin E, Methionin, Se-Verbindungen) unbekannt ist. 
Falls ein derartiger Effekt zu beobachten wire, wiirde er also die Méglich- 
keit von Phosphatasespaltung ausschlieBen, und die Wirkung der nekro- 
tropen Substanzen wire in einem Wiederingangsetzen von Reaktions- 
ketten im Bereich einer gestérten oxydativen Phosphorylierung zu er- 
kliren. Fiir Vitamin E ist dies nach der vorliegenden Literatur durchaus 
wahrscheinlich® (der Reaktionsmechanismus von Se-Verbindungen ist 
noch viéllig im Dunkeln). Die folgenden Versuche dienten der Klarung 
des Reaktionsmechanismus und wurden unter Zugrundelegen dieser 
Uberlegungen durchgefiihrt. 


Methodik 


Abgesetzte mannliche Ratten mit einem Gewicht von 38—42g wurden 
30—35 Tage lang mit einer optimalen Kontrolldiit bzw. nekrogenen Hefediat ge- 
fiittert und dann nach etwa 18stdg. Fasten durch Nackenschlag und Dekapitation 
getotet. Die Haltungs- und Fiitterungsbedingungen entsprachen den Angaben 
unserer friiheren Mitteilungen! 2. Die Zusammensetzung der Kontrolldiaét (K) 
und der nekrogenen Hefediit (H) wurde in unserer vorausgegangenen Arbeit? 
mitgeteilt. Die mit Hefediat gefiitterten Tiere wurden in 4 Gruppen (H, Hg, Hse, 
Hy) eingeteilt und in folgender Weise behandelt: 


H: Ohne Applikation. 

He: 2 Stdn. vor der Tétung wurden 50 mg pi-«-Tocopheryl-acetat je Tier 

intraperitoneal injiziert. 

Hse: 2 Stdn. vor der Tétung wurden in waBr. Lisung 100ug Se als 

Na,SeO, - 5 H,O je Tier intraperitoneal injiziert. 

Hm: Am Tage vor der Tétung wurden der Hefediat 2°, pt-Methionin zu- 

gesetzt. 

Sofort nach der Tétung der Tiere wurden ihre Lebern mit eiskalter physiolo- 
gischer Kochsalz-Liésung intraportal gespiilt und anschlieBend etwa 2 Minuten lang 
in eiskalte physiologische Kochsalz-Lésung gelegt. Danach wurde die Leber im Ver- 
haltnis 2:3 mit 0,25m Saccharoselésung, die 0,001m Athylendiamintetraacetat 
(EDTA) enthielt, unter Eiskiihlung mit einem Homogenisator nach Potter und 
Elvehjem homogenisiert. Das Homogenat ist anschlieBend sofort in die vor- 
bereiteten Warburg-GefaBe einpipettiert worden. 

Die Bestimmung des P/O-Quotienten erfolgte durch manometrische Messung 
der O,-Aufnahme und Bestimmung des Verbrauchs von anorganischem Phosphat 
im Medium, Bei einer Inkubationstemperatur von 30° und Luft als Gasphase betrug 
die Inkubationszeit 10 Min. nach einer Temperaturausgleichszeit von 5 Min. Im 
Einsatz des Warburg-GefaBes befanden sich 0,2 ml 10proz. Kalilauge. Jeder Versuch 
umfaBte insgesamt 8 Warburg-GefaBe fiir 3 Ansitze, deren Mittelwerte zur Be- 
rechnung dienten. 

Ansatz 1: 2 GefaBe zur Bestimmung des Ausgangswertes fiir anorganisches P. 
In ihnen wurde die Reaktion nach der Temperaturausgleichszeit durch 
Zugabe von 3 ml 5proz. Trichloressigsaure gestoppt. 


5 W. Mertz u. K. Schwarz, Federation Proc. 15, 1837 [1956]; Proc. Soc. 
exp. Biol. Med. 98, 808 [1958]; G. P. Rodnan u. K. Schwarz, Federation Proc. 
14, 875 [1955]; G. P. Rodnan, S.S. Chernick u. K. Schwarz, J. biol. Chemi- 
stry 221, 231 [1956]. 

6 B.C. Slater, Proc. IV. Int. Congr. Biochem. Wien 1958, Bd. XI, S. 316, 
Pergamon Press, London 1960. 
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Ansatz 2: 3 GefaBe zur Bestimmung des Verbrauchs von anorganischem P und 
O, nach 10 Min. Inkubation. 

Ansatz 3: 3 GefaBe zur Bestimmung der endogenen Atmung nach 10 Min. Inku- 
bation. Hierbei wurde dem Medium anstelle von 0,1 ml 0,3m «-Keto- 
glutarat 0,1 ml physiologische Kochsalz-Lésung zugesetzt. 


Die Reaktionen der Ansatze 2 und 3 wurden sofort nach der Inkubation durch 
Zugabe von 3 ml 5proz. Trichloressigsiure gestoppt. Die Ansitze enthielten jeweils 
3 ml Reaktionsmedium, das sich wie folgt zusammensetzte: 

0,5 ml Homogenat in 0,25m Saccharoselésung, mit 0,001m EDTA; 0,1 ml 
Hexokinase in 0,75m Glucoselésung; 0,3 ml dest. Wasser; 0,1 ml 0,015m ATP 
(Na-Salz); 0,5 ml 0,04m MgSO, +7 H,O; 0,1 mi 0,75m KCl; 0,1 ml 0,015m AMP; 
0,1 ml 0,3m «-Ketoglutarat; 0,1 ml 0,15m Malonat; 0,1 mi 0,75m Glucose; 0,1 ml 
0,39m KF; 0,9 ml 0,066m Na,HPO,-KH,PO,-Puffer. 

Mit Ausnahme der ersten vier Bestandteile waren alle Komponenten mit 
KOH auf pH 7,4 eingestellt worden. 

Die Bestimmung des Gehaltes an anorganischem Phosphat in den 3 Ansatzen 
erfolgte nach Fiske und Subbarow’ im Trichloressigsaure-Filtrat. Die Differenz 
der Werte von Ansatz 2 und Ansatz 1 wurde als aufgenommenes P fiir die Berech- 
nung des P/O-Quotienten verwertet, da bei Ansatz 3 niemals eine Abnahme des 
anorganischen P festgestellt werden konnte. Dagegen war stets ein gewisser O,- 
Verbrauch festzustellen, den wir vom O,-Verbrauch des Ansatzes 2 in Abzug 
brachten (endogene Atmung). 


Ergebnisse 


Wie die in der “‘Tabelle wiedergegebenen Versuchsergebnisse zeigen, 
trat, unsere friihere Beobachtung bestiitigend, bei der Diaitgruppe H 
eine hochsignifikante Senkung des P/O-Quotienten im Vergleich zu der 
Kontrollgruppe K auf. Die Verabreichung aller drei nekrotropen Sub- 
stanzen (Vitamin E, Na-Selenit, Methionin) hat dagegen diese diit- 
bedingte Senkung des P/O-Quotienten bei den Diitgruppen Hx, Hse und 


P/O-Quotienten der Leberhomogenate von Ratten der Diatgruppen K, H, He, 
































Hse und Hy. 
K H Hg Hse Hu 
n 10 16 10 10 10 
pg-Atom P M 9,67 7,02 9,27 8,57 8,72 
m +0,48 +0,35 +0,77 +0,76 +0,62 
Diff. zu H +2,65 +2,25 +1,55 +1,70 
p <0,001 <0,001 0,03 0,003 
pg-Atom O M 3,27 3,09 2,88 2,74 2,81 
m +0,15 +0,11 +0,18 -+0,29 +0,21 
Diff. zu H +0,18 —0,21 —0,35 —0,28 
p >0,05 >0,05 >0,05 >0,05 
P/O M 2,96 2,28 3,18 3,11 3,13 
m +0,12 +0,09 +0,13 +0,12 +0,30 
Diff. zu H +0,68 +0,90 +0,83 +0,85 
p | <0,001 <0,001 | <0,001 0,01 


C. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 
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H» aufgehoben. Die Werte sind statistisch gesichert. Das spricht fiir ein 
Wiederingangsetzen von Reaktionen auf dem Gebiet der oxydativen 
Phosphorylierung, fiir die die nekrotropen Substanzen bendtigt werden. 
Méglicherweise handelt es sich um die Bildung energiereicher Zwischen- 
verbindungen*. Fiir Tocopherol und verwandte Verbindungen ist — 
wie schon gesagt — eine derartige Funktion wahrscheinlich gemacht®. 


Diskussion 

Wenn man die Versuchsergebnisse von Schwarz und Mitarbeitern® 
und von uns (I. c.) 2 8, ferner diese Mitteil.) iiber die Veriinderungen des 
Gesamtstoffwechsels und speziell des Lebergewebes von Ratten unter 
dem EinfluB der nekrogenen Hefediait zusammenfassend betrachtet, so 
ergibt sich fiir die Zeit vor dem Auftreten histologisch erkennbarer 
Schidigungen folgendes Bild: 

1. Grundumsatz und Schilddriisenaktivitaét steigen. Dieser Effekt 

ist durch nekrotrope Substanzen nicht beeinfluBbar®. 


2. Die in-vitro-Atmung des Lebergewebes sinkt mit Fortdauer der 
Fiitterung laufend ab! 2 5. Sie kann durch intraportale Infusion 
nekrotroper Substanzen kurz vor der Tétung der Tiere normali- 
siert werden. 

3. Direkt proportional mit dem Abfall der in-vitro-Atmung ist in 
Leberhomogenaten ein zunehmender Abfall des P/O-Quotienten 
festzustellen’, der, wie wir in der vorliegenden Arbeit zeigen 
konnten, durch intraperitoneale Injektion von Vitamin E oder 
Na-Selenit oder Methionin aufgehoben werden kann; wir deuten 
dieses Absinken des P/O-Quotienten im Sinne einer Entkopplung 
von Phosphorylierungsvorgingen. 


Diese Befunde bieten sicher noch kein geschlossenes Bild der patho- 
logisch-chemischen Voraussetzungen des nekrotischen Zerfalles der 
Leberzellen, jedoch lassen sich unseres Erachtens immerhin schon ge- 
wisse Méglichkeiten diskutieren. 

Die Befunde deuten darauf hin, daB die ATP-Bildung durch oxyda- 
tive Phosphorylierung von zwei, eventuell nicht zusammenhingenden 
Seiten der Diit her gehemmt wird, und zwar 1. durch die diitbedingte 
gesteigerte Schilddriisenaktivitit, die mit einer erhéhten Tyroxin- 
produktion verbunden sein diirfte, und 2. durch den Mangel an Zwischen- 
produkten der oxydativen Phosphorylierung (Vitamin E). Beides zu- 
sammen kénnte einen lebensbedrohlichen ATP-Mangel ergeben. Der Zu- 
stand wird weiter dramatisiert durch die iiberraschende Tatsache, daB 
die Atmungsleistung des Lebergewebes direkt proportional mit dem 
Abfall des P/O-Quotienten fallt. 

Dieser Deutungsversuch hat zwar eine gewisse Wahrscheinlichkeit, 
lat jedoch noch zahlreiche Fragen, vor allem iiber die Mechanismen der 
einzelnen Reaktionen offen. 


® II. Mitteil.: A. Hock u. H. Bergner, diese Z. 815, 101 [1959]. 
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Zusammenfassung 


Die durch eine leberschidigende Hefediit verursachte Senkung des 
P/O-Quotienten von Rattenleberhomogenat wird durch einmalige Gabe 
von Vitamin E oder Na,SeO, oder Methionin kurz vor der Tétung auf- 
gehoben. Das Absinken des P/O-Quotienten wird im Sinne einer Ent- 
kopplung von Phosphorylierungsvorgingen gedeutet. 


Summary 


The decrease of P/O quotient in rat liver homogenates, caused by 
feeding a liver-damaging yeast diet, is abolished by one dose of vitamiu E 
or Na,SeO, or methionine shortly before the animal is killed. This 
decrease in P/O quotient is interpreted as an uncoupling of oxidative 
phosphorylation. 


Prof. Dr. A. Hock, Institut fiir Tierernéhrungslehre der Humboldt-Universitat, 
Berlin N 4, InvalidenstraBe 42. 
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Vergleichende Untersuchungen iiber die Ausscheidung von 
Peptiden im Harn stoffwechselgesunder Personen 
Von 
S. Ansorge, S. Fittkau und H. Hanson 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. November 1960) 


Herrn Prof. Dr. K. Mothes zum 60. Geburtstag gewidmet 


In vorangegangenen Mitteilungen! ? war iiber die Abtrennung und 
Analyse einer gréBeren Anzahl von Peptiden aus menschlichem Urin 
berichtet worden. Unter Verwendung von frischem menschlichem Harn 
konnte durch Adsorption an Aktivkohle, anschlieBende Elution mit 
Aceton unter Zusatz von H,S-Wasser und Gegenstromverteilung des 
Kohleeluats eine Anreicherung des freien und gebundenen Amino-N 
auf 80% des Gesamt-N gegeniiber 0,5—2% im nativen Harn erreicht 
werden. Aus einer dieser Fraktionen, die ungefaihr */, des Amino-N in 
peptidgebundener Form enthielt (Aminosiuren und Peptide; AP- 
Fraktion), wurden durch Anwendung der Papierchromatographie und 
Hochspannungselektrophorese 16 Peptide isoliert und in ihrer Amino- 
siurezusammensetzung analysiert. Da fiir diese Untersuchung ein 
Sammelurin von einer gréBeren Zahl gesunder Versuchspersonen ver- 
wendet wurde, blieb unentschieden, inwieweit in den Harnen von Einzel- 
personen identische, papierchromatographisch, hochspannungselektro- 
phoretisch und in ihrer Aminosiurezusammensetzung tibereinstimmende 
Peptide ausgeschieden werden. Uber Untersuchungen zu dieser Frage 
an Einzelharnen von vier gesunden Versuchspersonen (3 minnl., 1 weibl.) 
wird in den folgenden Ausfiihrungen berichtet. 


Methodik 


Allgemeines: Die Anreicherung der Harnpeptide und die Darstellung der 
AP-Konzentrate der Einzelharne (B,C, D, E; Harn E stammte von einer weiblichen 
Versuchsperson) erfolgte nach dem bereits friiher beschriebenen Verfahren! der 
Adsorption an Aktivkohle und anschlieBender Gegenstromverteilung des Kohle- 
eluats im System n-Butanol/0,75m waBr. Lésung von #-naphthalinsulfonsaurem 


1H. Hanson u. S. Fittkau, diese Z. 318, 152 [1958]. 
2 §. Fittkau, Pharmazie 14, 393 [1959]. 


bo 


Hoppe-Seyler’s Zeitschr. f. physiol. Chemie, 324 
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Natrium. Fiir die Isolierung der Peptide wurden etwa je 4 ml AP-Konzentrat, 
entsprechend je 2,57 nativem Harn, verwendet. Die nach Kjeldahl ermittelten 
Gesamt-N-Werte der AP-Fraktionen sind in Tab. 1 wiedergegeben. 


Tab. 1. Gesamt-N der AP-Fraktionen. 





Harn 





B | c | vp | & 








mg Gesamt-N in 4ml AP-Konzentrat | 142,4 | 186,0 | 165,6 189,0 


Die Auftrennung der AP-Konzentrate in ihre Einzelkomponenten erfolgte 
nach elektrolytischer Entsalzung durch Kombination mehrfacher, eindimensionaler 
Papierchromatographie in drei verschiedenen Lésungsmittelsystemen mit der 
Hochspannungselektrophorese. Die hochspannungselektrophoretisch und chromato- 
graphisch reinen Substanzen wurden der Saéurehydrolyse unterworfen und die im 
Falle der Peptide freiwerdenden Aminosauren qualitativ bestimmt. Um die bei der 
Analyse der AP-Konzentrate anfallenden Substanzen besser auf Identitat priifen 
zu kénnen, erschien es uns zweckmafig, alle vier Harne neveneinander und gleich- 
zeitig zu untersuchen und die sich papierchromatographisch und hochspannungs- 
elektrophoretisch gleich verhaltenden Haupt- und Unterfraktionen der AP-Kon- 
zentrate bereits wahrend der Trennung einander zuzuordnen. 

Fir die Papierchromatographie benutzten wir die Schleicher & Schiill- 
Papiere 2043a und 2043b. 


Die verwendeten Lésungsmittelsysteme sind : 

System A: n-Butanol/Eisessig/Wasser 4: 1:1; System B: Phenol (redest.)/ 
Wasser 8 : 2; System C: sek.-Butanol/Ameisensdiure/Wasser 75: 15: 10. 

Das Sichtbarmachen der Substanzen geschah durch Anfarben der lufttrockenen 
Chromatogramme mit Ninhydrin (0,5proz. Lésung in Aceton) und anschlieBendes 
Erhitzen iiber 45 Min. im feuchtigkeitsgesattigten Trockenschrank bei 80°. Die 
Ninhydrinfarbe wurde durch ein Kupferreagenz (1 m/ gesitt. Cu(NO,),-Lésung 
+ 0,5 ml konz. HNO, + 20 mildest. Wasser + Aceton ad 100 ml) stabilisiert. Fir 
den Nachweis von Prolin und Hydroxyprolin sowie Peptiden, die Prolin N-end- 
stindig enthalten, verwendeten wir Isatin (0,5proz. Lésung in Propanol) und er- 
hitzten die bespriihten Chromatogramme 15 Min. auf 100°. 

Praparative Papierchromatographie: Die nach Gordon? entsalzten, 
1:1 verdiinnten AP-Konzentrate wurden der Vorfraktionierung durch eindimen- 
sionale, aufsteigende Papierchromatographie nach strichférmiger Auftragung von 
7,5—8 ml der AP-Lésung auf 10 Papierbogen (30 x 50 cm) unterworfen. Ein aus der 
Mitte des Chromatogramms herausgeschnittener, mit Ninhydrin angefarbter Leit- 
streifen und im UV-Licht fluoreszierende Banden auf dem unangefarbten Papier 
zeigten die ungefaihre Lage der Fraktionsbanden an. Die so markierten Zonen 
wurden quer zur Laufrichtung ausgeschnitten und die Substanzen auf den Streifen 
nach einer abgewandelten Methode von Decker* zwischen zwei schraggestellten, 
wenige Millimeter voneinander entfernten Glasplatten mit Wasser zum Rand ge- 
waschen. Nach etwa 24 Stdn. war die Substanz quantitativ in dem aus den Glas- 
platten herausragenden Randstreifen konzentriert. Dieser wurde abgeschnitten 
und in wenigen mi bidest. Wasser eluiert. Das Einengen erfolgte unter Vak. in 
kleinen Saugfingern bei einer Wasserbadtemperatur von 37—41°. Die weitere Auf- 
trennung der in wenigen pul Wasser gelésten Fraktionen wurde in der gleichen 
Weise auf entsprechend kleineren Papierflichen durchgefiihrt. 

Hochspannungselektrophorese: Zur Verwendung kam ein von Werner 
und Westphal’ beschriebenes Gerat. Die Papierstreifenlange betrug 60 cm, die 
Breite 13,5 em. Folgende Puffersysteme wurden benutzt: 


3 A. H. Gordon, Angew. Chem. 61, 367 [1949]. 
4 P. Decker, Naturwissenschaften 38, 287 [1951]. 


3. Werner u. O. Westphal, Angew. Chem. 67, 251 [1955]. 
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Puffer I: Essigsiure/Ameisenséure/Wasser 150: 50: 800, pH 1,45; 

Puffer II: Essigsiure/Ameisensiure/Wasser 15:5: 800, pH 1,97; 

Puffer III: Pyridin/Eisessig/Wasser 100: 10: 800, pH 6,5. 

Die bei der Verwendung der oben genannten Elektrophoresestreifen erzielten 
Spannungen und Stromstarken sind: 

PufferI: 56—60 V/cm, 1,4—1,7 mA/cm Streifenbreite; 

Puffer II: 75—83 V/cm, 0,9—1,2 mA/cm Streifenbreite; 

Puffer III: 28—35 V/cm, 2,4—2,6 mA/cm Streifenbreite. 

Die Versuchsdauer betrug im Durchschnitt 50 Min. 

Hydrolyse und Identifizierung der Spaltprodukte: Die nach dem 
Trennungsgang rein erhaltenen Substanzlésungen wurden nach dem Absaugen von 
Filterfasern in Reagenzglasern zur Trockne eingeengt, mit 0,5 ml dest. 10n HCl 
versetzt, eingeschmolzen und 75 bzw. 100 Stdn. bei 110° bzw. 125° im Trocken- 
schrank erhitzt. Danach wurde die Salzsaure restlos abgedampft und der Riickstand 
in etwa 80 yl bidest. Wasser aufgelést. Zur genauen Identifizierung der Hydrolysen- 
produkte kamen neben der zweidimensionalen Chromatographie in den Lésungs- 
mittelsystemen B und C auch die Hochspannungselektrophorese, die Misch- 
chromatographie und zweidimensionale Chromatogramme, auf deren Papier nach 
dem Laufen im ersten Lisungsmittelsystem am Rand Testaminosauren aufgesetzt 
wurden, zur Anwendung. : 


Ergebnisse 


Im Rahmen von Vorversuchen zur Frage der Identitit der Peptide 
verschiedener Harne wurden unter gleichen Bedingungen erhaltene 
Hochspannungselektropherogramme der vier bearbeiteten AP-Kon- 
zentrate miteinander verglichen. Wie in Abb. 1 der nebeneinander ab- 
gebildeten Hochspannungselektropherogramme zu sehen ist, besteht eine 
iiberraschende Ubereinstimmung zwischen den _ninhydrinpositiven 





Abb. 1. Hochspannungselektropherogramme der AP-Fraktionen von vier verschie- 
denen Harnen. (Puffer I,pH 1,45; Feldstarke = 56 V/cm; Stromstarke = 1,4mA/cm 
Streifenbreite; Versuchsdauer = 50 Min.) 
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Streifen der vier AP-Fraktionen, die sich bis zu schwachen Banden hin 
verfolgen liBt. Der exakte Nachweis, daB es sich zumindest bei einem 
Teil dieser Banden allgemein um Peptide und insbesondere um identische 
Peptide handelt, konnte aber nur durch die Analyse der voneinander 
getrennten, hochgereinigten Substanzen selbst gefiihrt werden. 


Bei der Fraktionierung der AP-Konzentrate wurde bei den einzelnen 
Harnen im wesentlichen nach dem Fraktionierungsschema, wie es in 
Abb. 2 fiir Harn B dargestellt ist, gearbeitet. 


Die Tatsache, daB im Trennungsgang bei allen vier Harnen bis auf 
geringfiigige Abweichungen die gleichen, im Fraktionierungsschema ein- 
gezeichneten Haupt-, Unter- und Endfraktionen auftraten, lieferte uns 
einen weiteren Hinweis auf die Identitit der in den AP-Fraktionen an- 
gereicherten Stoffe. Als Vergleichsmittel wihrend der Trennung dienten 
uns Rr-Werte, Ninhydrinfirbung und Ninhydrin-Kupferkomplex- 
Fiarbung. ‘ 

Gesichert wurden diese Ergebnisse durch die sich an den dritten 
Trennungsschritt anschlieBende hochspannungselektrophoretische Rein- 
heitspriifung und die nachfolgende chromatographische Reinheitspriifung 
in den Systemen B und C, bei denen die einander zugehérigen Fraktionen 
der vier verschiedenen Harne jeweils nebeneinander auf das Papier auf- 
getragen wurden. 

Das Ergebnis einer zweidimensionalen chromatographischen Identi- 
tiitspriifung, bei der vier verschiedene Endfraktionen eines Harnes zu- 
sammen mit den gleichen Endfraktionen der drei anderen Harne an 
einem Punkt aufgetragen wurden und bei der, wenn es sich um identische 
Substanzen handelt, nach dem Chromatographieren nur vier Flecke auf 
dem zweidimensionalen Chromatogramm nachzuweisen sein diirften, ist 
in Abb. 3 wiedergegeben. Das Ergebnis ist eindeutig; es traten in der 
Tat nur vier Flecke auf. 
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Abb. 3. Zweidimensionale chromato- 
graphische Identitatspriifung der End- 
fraktionen II,,, III,,, VI, und VIII, 


sek-Butanol/Ameisensaure/ Wasser —s= 








Ch, aus je vier Harnen. (Alle 16 Fraktionen 
wurden am gleichen Startpunkt auf- 
getragen.) 





—=— Phenol/Wasser 
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Auch die Ergebnisse der Aminosiureanalyse nach Siurehydrolyse 
der isolierten und hochgereinigten Fraktionen der vier verschiedenen 
Harne sprechen beweisend dafiir, daB es sich um identische Peptide 
handelt. Die Mehrzahl der Fraktionen erwies sich als Peptide. An freien 
Aminosiuren waren nur Lysin (Frakt. I, ,,), Histidin (I, ,, I15,), Glycin 
(II,2», Ig2, I11,,,), Serin (IT,,,, I11,,,) und Taurin (IT,,,.;) nachweisbar. 
In Abb. 4 sind zwei Beispiele fiir Peptidhydrolysate von je zwei Harnen 
wiedergegeben. 


a) by. 
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sek.-Butanol/Ameisensaéure/Wasser —-> 





<— Phenol/Wasser 


Abb. 4. Chromatographische Auftrennung der Hydrolysate von Peptid B III;,(a), 
E III,, (b), B VIII, (ec) und D VIII, (d). 


Wie in diesen Beispielen zeigte sich bei fast allen anderen 
Peptiden (Tab.2) eine weitgehende Ubereinstimmung der 
Aminosiurezusammensetzung. 

Nach der Hydrolyse einiger Peptidsubstanzen haben wir ninhydrin- 


positive Stoffe gefunden, die mit bekannten und uns zum Vergleich zur 
Verfiigung stehenden Aminosiiuren nicht zu identifizieren waren. 
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Im Chromatogramm der Abb. 5 sind diese Flecke, zusammen mit 
den zur besseren Lagecharakterisierung aufgetragenen Testaminosauren, 
eingezeichnet und mit griechischen Buchstaben versehen. (Siehe auch 
Tab. 2, letzte Spalte.) 
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Abb. 5. Fleckenkarte der bei der Hydrolyse der Peptide auftretenden unbekannten 
Verbindungen. (Die in eckigen Klammern eingezeichneten Substanzen wurden nur 
in den Hydrolysaten der Endfraktionen VI, und bei D III,, gefunden.) 


Auffallend war der Befund, daB bei verschiedenen Peptiden (I,).9, 
III;,, V4,) auch nach laingerer Hydrolysendauer (iiber 100 Stdn.) an der 
urspriinglichen Position des Peptids ein Fleck auftrat, der nicht einer 
bestimmten einzelnen Aminosiure zuzuordnen war, da nach Hydrolyse 
der aus dem Papierfleck eluierten Substanz verschiedene freie Amino- 
siiuren nachweisbar wurden. Es diirfte sich also in diesen Fallen um siure- 
resistentere Peptide oder Peptidbruchstiicke handeln. 


Die nach der Trennung erhaltenen und niher charakterisierten 
reinen Substanzen der AP-Fraktionen sind in einer Fleckenkarte (Abb. 6) 
nach ihren Rr-Werten eingezeichnet. Die siurestabilen Substanzen 
(Aminosiuren) blieben dabei unberiicksichtigt. Das Peptid I;,,, kam nur 
in geringer Menge in zwei, die Substanzen IV,,, und IV;,, nur in drei 
Harnen vor; alle anderen eingezeichneten Fraktionen sind aus jedem der 
vier analysierten Harne isoliert worden. 


Genaue Angaben iiber die Menge der gewonnenen Peptide sind nicht 
mdglich. Nach groben Schitzungen, die sich auf die Intensitat der Nin- 
hydrinflecke auf dem Chromatogramm nach Hydrolyse beziehen, sind 
etwa 100 bis 200ug von jeder Substanz jedes Harnes aus dem AP-Kon- 
zentrat (4 m/) gewonnen worden. 
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Abb. 6. Fleckenkarte der isolierten und naher untersuchten Peptide. 


In Tab. 2 sind die Ry-Werte und Aminosiurezusammensetzung der 
Peptide sowie ihre Identititsverhiltnisse bei den einzelnen Harnen zu- 
sammengefaBt wiedergegeben. In der Mehrzahl der Peptide waren 
Glutaminsiure, Glycin, Alanin, Lysin, Asparaginsiiure, Leucin und Valin 
nachzuweisen. Die Aminosiuren Arginin und Threonin wurden in zehn, 
Prolin in acht sowie Cystin (Cysteinsiure) und Serin in je sieben von 
zwanzig Peptiden gefunden. Der sichere Nachweis von Tyrosin, Pheny]l- 
alanin, Histidin, Hydroxyprolin und Methionin gelang jeweils nur bei 
einem Peptid. Die Frage, ob es sich bei dem im Hydrolysat von VI, ge- 
fundenen Fleck an der Position der «-Amino-buttersiure tatsichlich um 
diese handelt, konnte nicht sicher geklirt werden, da zu wenig Peptid- 
material zur Verfiigung stand. 

Infolge der totalen Zerstérung des Tryptophans unter den Bedin- 
gungen der HCl-Hydrolyse kénnen wir sichere Aussagen iiber das Vor- 
kommen dieser Aminosiure in den von uns analysierten Harnpeptiden 
nicht machen. Die bei einigen Peptiden nach Hydrolyse beobachtete 
Schwarzfirbung der Lésung gibt jedoch gewisse Hinweise auf urspriing- 
lich vorhandenes Tryptophan. 
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setzung der Peptide. 
der nicht eingeklammerten dariiberstehenden Fraktion identisch. 
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* U = verschiedene unbenannte Flecke, fiir analoge Peptide aus den verschiedenen Harnen 
jeweils identisch. 
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(Fortsetzung). 
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* U = verschiedene unbenannte Flecke, fiir analoge Peptide aus den verschiedenen Harnen 


jeweils identisch. 
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Diskussion 


Mit Hilfe hochspannungselektrophoretischer und chromatogra- 
phischer Analysenmethoden konnte der Beweis gefiihrt werden, daB die 
peptidartigen Stoffe des Urins, die sich in der AP-Fraktion anreichern 
lassen, hinsichtlich ihrer hochspannungselektrophoretischen und chro- 
matographischen Eigenschaften und der Aminosiiurezusammensetzung, 
bzw. charakteristischer, unbekannter Flecke sowie ihrer verschiedentlich 
beobachteten Hydrolysenresistenz, praktisch in allen vier untersuchten 
Harnen iibereinstimmen. Die dariiber hinaus im Harn auftretenden 
Peptide, die in der N-Fraktion und in dem, allerdings sehr kleinen, an der 
Kohle nicht adsorbierbaren Anteil zu finden sind, wurden nicht niher 
untersucht. Doch lassen die Ergebnisse der hochspannungselektro- 
phoretischen Untersuchung der N-Fraktion von fiinf Harnen zusammen 
mit den bei der AP-Fraktion beschriebenen Befunden den SchluB zu, 
daB auch bei diesen Peptiden aihnliche Verhiltnisse beziiglich der Identi- 
tiit vorliegen wie bei den AP-Fraktionen. Aus dem Vergleich der Hoch- 
spannungselektropherogramme der AP-Fraktionen der Einzelharne mit 
dem Hochspannungselektropherogramm der AP-Fraktion des in der 
vorhergehenden Mitteilung! beschriebenen Sammelharns geht hervor, 
daB auch hier eine weitgehende Identitat beziiglich der einzelnen Banden 
besteht. ° 

Diese Befunden deuten darauf hin, da iiber die AP-Fraktion hinaus 
ganz allgemein eine Ausscheidung gleicher Peptide in den verschie- 
denen Harnen anzunehmen ist. 

Bei einer Gegeniiberstellung der 1. c.! beschriebenen Peptide mit denen der 
vorliegenden Arbeit erwiesen sich sechs als sehr ahulich: 

Seay TII,, IIe, | i TIT 7 
diese Arbeit. . IIIs; IIl;, 1 0 | VI, IIl,, II,, 
Fiir den Vergleich der Peptide, deren absolute Identitat allerdings nur bei véllig 
gleichen Analysenbedingungen auch _hinsichtlich der eingesetzten Peptidmengen 
und durch eine Aminoséuresequenzanalyse sicherzustellen ist, wurden nicht nur 
Ry-Werte und Aminoséurezusammensetzungen benutzt, sondern auch solche spezi- 
fische Kriterien herangezogen, wie atypische Ninhydrinfarbung des Peptids bzw. 
bestimmter Hydrolysenprodukte, das Auftreten von kraftigen Flecken in fiir 
Aminosiuren atypischen Positionen oder das vermehrte Auftreten einer bestimmten 
Aminosaure im Peptid. 

Zur Frage, inwieweit bei pathologischen Harnen Anderungen der 
Peptidspektren zu erwarten sind, und ob solche Abweichungen dia- 
gnostische Kriterien fiir bestimmte Krankheiten darstellen, ist wenig 
bekannt. Untersuchungen zu diesem Problem und ihre klinisch-chemische 
Auswertung machen allerdings, der grofen Zahl an erforderlichen Be- 
stimmungen wegen, eine weitgehende Vereinfachung der von uns bisher 
verwendeten, zeitlich und apparativ recht aufwendigen Methode not- 
wendig, Arbeiten, mit denen wir zur Zeit beschiftigt sind. 

Auffallig und weitere Untersuchungen erfordernd ist der Befund von 
Peptidbindungen im Harn, die gegen Salzsiiure-Hydrolyse relativ 
resistent sind. DaB es Peptidstrukturen gibt, die gegen Siiurehydrolyse 
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verschieden empfindlich sind, ist aus der Literatur hinlainglich bekannt®. 
Valin, Leucin und Isoleucin werden danach erst nach lingerer Hydrolysen- 
dauer quantitativ freigesetzt, waihrend andere Aminosiuren, z. B. in 
Dipeptiden C-terminal gebundenes Serin und Asparaginsiure besonders 
leicht aus der Peptidbindung zu lésen sind. 

Uber das Verhalten der von uns abgetrennten Harnpeptide bei 
enzymatischer Hydrolyse werden wir demnichst berichten. 


Zusammenfassung 


Durch Chromatographie und Hochspannungselektrophorese wurden 
die AP-Fraktionen von vier verschiedenen Harnen erwachsener, stoff- 
wechselgesunder Personen auf ihre Peptidzusammensetzung untersucht 
und die gefundenen Peptide der einzelnen Harne untereinander ver- 
glichen. 

Von insgesamt zwanzig isolierten lingerkettigen Peptiden traten 
siebzehn in allen vier Harnen, zwei in drei und nur ein einziges Peptid 
in zwei Harnen auf. 

Die Identitit der in den einzelnen Harnen gefundenen Peptide 
wurde durch den Vergleich der hochspannungselektrophoretischen Eigen- 
schaften, der R r-Werte, und der nach Totalhydrolyse ermittelten Amino- 
siiurezusammensetzung gesichert. 


Summary 


Chromatography and high voltage electrophoresis have been used 
to analyse and compare the peptide composition of the urinary AP- 
fractions of four adult, metabolically normal persons. 

A total of twenty long chain peptides were isolated. Seventeen of 
these were found in all four urines, two in three urines and the remaining 
peptide in only two. 

The identity of the peptides of each urine was confirmed by compa- 
rison of their behaviour in high voltage electrophoresis, R r-values and 
their amino acid composition after total hydrolysis. 


Prof. Dr. H. Hanson, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat 
Halle/Saale, Leninstr. 21. 


6 J.I. Harris, R.D.Cole u. N.G.Pon, Biochem. J. 62, 154 [1956]; 
C. H. W. Hirs, W. H. Stein u. S. Moore, J. biol. Chemistry 211, 941 [1954]; 
D. A. Levene, R. E. Steiger u. A. Rothen, ebenda 97, 717 [1932]; E. L. Smith, 
D. H.Spackman u. W.J. Polglase, ebenda 199, 801 [1952]; E.L.Smith u. 
A. Stockell, ebenda 207, 501 [1954]; E. L.Smith, A. Stockell u. J. R. Kim- 
mel, ebenda 207, 551 [1954]; P. E. Wilfox, E. Cohen u. W. Tan, ebenda 228, 
999 [1957]; K. Wallenfels u. A. Arens, Biochem. Z. 882. 217 [1960]. 
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Untersuchungen iiber den Testeronstoffwechsel 


in der lebenden Ratte, II** 
Von 
W. Staib, K. Dénges und W. Teller 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie Diisseldorf 


Direktor: Professor Dr. K. Hinsberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. November 1960) 


Bei Menschen und Tieren kann intravenés injiziertes Testosteron im 
Blut nur kurze Zeit nachgewiesen werden”: *; so wurden z. B. 10 Min. 
nach der Injektion nur etwa 10% der Ausgangsmenge wiedergefunden?. 
Dagegen konnten im menschlichen Harn 2 Stdn. nach intravenéser Ver- 
abreichung bereits 30% des injizierten Testosterons in Form der Meta- 
boliten Androsteron und Atiocholanolon isoliert und quantitativ be- 
stimmt werden. Geringe Mengen erschienen auBerdem als Atiocholan- 
diol*#® und nach intramuskulirer Injektion konnte zusitzlich noch 
Androstandiol im Harn entdeckt werden®. 

Die Umwandlung von Testosteron zu 17-Ketosteroiden (17-KS) 
verliuft bei den einzelnen Siugetiergruppen recht unterschiedlich. Be- 
sonders bei Nagern (Ratte und Maus) soll der Steroidabbau iiber die 
17-KS-Bildung hinaus zu noch nicht identifizierten Metaboliten 
fiihren® 7, 

Im Harn von unbehandelten Ratten wurden die 17-KS mittels Di- 
nitrobenzols (Zimmermann-Reaktion*) nachgewiesen und quantitativ 
bestimmt. Die von verschiedenen Autoren®-!! mitgeteilten Ausschei- 


* Auszugsweise vorgetragen auf dem Kongre8 der Deutschen Physiologisch- 
Chemischen Gesellschaft in Berlin, 23.—26. Sept. 1959. 

1 J. Mitteil.: W. Staib u. R. Riienauver, diese Z. 318, 166 [1958]. 

2 C. D. West, Endocrinology 49, 467 [1951]. 

3 L. T. Samuels, Ciba Found. Coll. Endocrinol. 2, 236 [1952]; C. D. West, 
H. Reich u. L. T. Samuels, J. biol. Chemistry 193, 219 [1951]. 

4C.D. West, F.H. Tyler, H. Brown u. L. T. Samuels, J. clin. Endo- 
cerinol. 11, 897 [1951]. 

5 Hj. Staudinger u. G. Stoeck in B. Flaschentrager u. E. Lehnartz, 
Physiol. Chemie, Bd. IIb, 8. 879ff., Springer Verlag, Heidelberg 1954. 

6 K. Dobriner u. S. Lieberman, Symposium on Steroidhormones, Ma- 
dison, 8. 46, 1950. 

7L.T.Samuels, M.L.Sweat, B.H.Levedahl, M.M.Pottner u. 
M. L. Helmreich, J. biol. Chemistry 183, 231 [1950]. 

8 W. Zimmermann, diese Z. 238, 257 [1935]. 

® H. Langecker, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
214, 490 [1952]. 

10 P, A. Danford u. H.C. Danford, Amer. J. Physiol. 164, 690 [1951]; 
K. Kowalewski u. P. A. Bastenie, Ann. d’Endocrinol. 11, 284 [1950]. 

11 W.Staib, W.Teller u. R.Riienauver, Naturwissenschaften 46, 
209 [1959]. 
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dungswerte schwankten betrichtlich, und die Spezifitat der Zimmer- 
mann-Reaktion in Rattenharnextrakten wurde auBerdem dadurch in 
Frage gestellt, daB Langecker® Dinitrobenzol-positiv reagierendes 
Material im Rattenfutter feststellen konnte. 

Diese Befunde und die Unkenntnis iiber die Zusammensetzung der 
17-KS im Rattenharn veranlaBten uns, die Ausscheidung der 17-KS mit 
chromatographischen Methoden zu untersuchen. In einer kurzen Mit- 
teilung™ berichteten wir bereits iiber unsere ersten Ergebnisse. 

In siulenchromatographisch aufgetrennten Rattenharnextrakten 
konnten wir keine 17-KS nachweisen, die sich wie Dehydroepiandro- 
steron, Androsteron, Atiocholanolon oder 1l-oxygenierte 17-KS ver- 
hielten. In der Hauptfraktion fanden wir zwei wenig polare 17-KS-posi- 
tive Substanzen mit ahnlichen Wanderungsgeschwindigkeiten wie Di- 
ketone. Auch nach kleineren Testosterongaben konnten Androsteron 
und Atiocholanolon, die typischen Metaboliten von Testosteron, nicht 
nachgewiesen werden. Erst nach Unterbindung des Ductus choledochus 
und gleichzeitiger Testosteronverabreichung gelang es, Spuren von 17- 
KS-positiven Substanzen aufzufinden, die sich verhielten wie Testo- 
steron, Androsteron und Atiocholanolon. 

Ashmore und Mitarbeiter! wiesen mit C-markiertem Testosteron 
nach, daB bei Ratten praktisch das gesamte bisher noch unbekannte 
radioaktive Material mit der Galle in den Darm gelangt. Diese Befunde 
veranlaBten uns nun, die Testosteronmetaboliten in der Rattengalle 
zu suchen. 


Methodik 


Aufarbeitung der Galle: In Evipannarkose (12—15 mg/100 g Korper- 
gewicht intraperitoneal) wurde durch abdominalen medialen Langsschnitt die 
Bauchhéhle von mannlichen Ratten (200 g) erdffnet. Nach Darstellung und Frei- 
praparierung des Choledochus wurde ein mit physiologischer Kochsalzlésung ge- 
fiillter Polyvinylchlorid-Schlauch von 0,5 mm innerem und 1 mm auBerem Durch- 
messer eingefiihrt und mit Katgutligaturen eingebunden. Das Drain leiteten wir 
rechts paravertebral im Lumbalbereich nach auBen, und der Medianschnitt wurde 
zugenaéht. Den Tieren wurde dann 35 mg Testosteron (gelést in 55proz. Athanol) 
in den Magen gegeben und 10 ml physiologische Kochsalzlésung subcutan injiziert. 
Die so praparierten Ratten wurden schlieBlich in schmale Einzelkafige! gelegt, 
bei denen Boden und Frontseite massiv gearbeitet waren und das gewélbte Dach 
aus Drahtnetz bestand. Durch dieses Drahtnetz wurde das Drain nach aufen in 
einen Me8zylinder mit Alkohol geleitet. Die Aufarbeitung der Galle erfolgte nach 
folgendem Schema: _ 

Die Rattengalle wurde mit so viel Athanol versetzt, daB ein Verhaltnis von 
wenigstens 1: 5 bestand. Danach wurde 12 Stdn. bei —18° aufbewahrt, abzentri- 
fugiert, das Sediment 2mal mit je 50 ml Athanol nachgewaschen und die vereinigten 
athanolischen Extrakte im Vak. unter Stickstoff zur Trockne eingedampft (Tem- 
peratur des Wasserbades héchstens 40—50°). 

Extraktion: Der Trockenriickstand wurde in 100 m/ Wasser aufgenommen, 
mit 50 Vol.-proz. Schwefelséure auf pH 2,5 angesiuert und nach Zugabe von 10% 


122 J. Ashmore, W.H. Elliot, E. A. Doisy, jr. u. E. A. Doisy, J. biol. 
Chemistry 200, 661 [1953]. 
13 G. L. Haberland, Bayer-Werke, Wuppertal-Elberfeld, pers. Mitteil. 
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Kochsalz wurde 3mal mit gleichem Vol. Butanol extrahiert (jeweils 1 Stde. ge- 
schiittelt), die vereinigten Butanolextrakte mit !/, Vol. Wasser gewaschen und auf 
etwa 10 ml eingeengt. 

Die Sulfat- und Glucuronidfraktionierung geschah an Aluminium- 
oxydsiaulen nach Crepy und Mitarbeitern"*. 

Aufarbeitung der Sulfatfraktion: Die zur Trockene gebrachte Fraktion 
wurde in 50 ml Wasser gelést und mit 50 Vol.-proz. Schwefelsiure auf pH 0,5 
gebracht. AnschlieBend wurde 48 Stdn. kontinuierlich mit Ather extrahiert, danach 
erfolgte heiBe Saurehydrolyse der waBr. Phase (30 Min. langes Kochen unter Riick- 
flu8) und erneute Atherextraktion. 

Aufarbeitung der Glucuronidfraktion: Es wurde 72 Stdn. mit #-Glu- 
curonidase in 0,lm Acetatpuffer, pH 4,5, hydrolysiert (40 mg #-Glucuronidase, 
50 ml Gesamtvolumen und 5 ml Chloroform, 37°). Alle atherischen Extrakte wurden 
mittels Girard-T-Reagenz nach Pincus und Pearlman? in ketonische und nicht- 
ketonische Fraktionen getrennt und simtliche nichtketonischen Fraktionen mittels 
Chromoxydoxydation!* zu den entsprechenden Ketonen oxydiert. 

‘Papierchromatographische Analyse aller Atherextrakte!?: 120 
Stunden absteigend fiir polare Steroide, Uberlauf 24 Stdn. rechromatographiert fiir 
weniger polare Steroide; die unpolaren, die sich im Uberlauf des 24-Stdn.-Chromato- 
grammes befanden, wurden schlieBlich 8 Stdn. im System Phenylcellosolv-Ligroin 1% 
chromatographiert. Zur weiteren Charakterisierung der hédher oxygenierten 
Steroide wurde das Bush-System?® (Benzin/Toluol/Methanol/Wasser 67:33:85: 15) 
herangezogen; Aquilibrierung 12—15 Stdn. und Entwicklung 6 Stdn. absteigend 
bei 22°. 

Die Lokalisation der 17-KS auf dem getrockneten Chromatogramm er- 
folgte mittels alkalischen Dinitrobenzols2° und die A*-3-Ketone wurden durch UV- 
Kontaktphotographie’sichtbar gemacht. Die auf diese Weise ermittelten Zonen 
wurden aus ungefarbten Teilen der Chromatogramme ausgeschnitten und mit 
Chloroform/Methanol 1:1 (4 mal 5 ml) eluiert. 

Schwefelsiurespektren wurden entsprechend unserer friiheren Mit- 
teilung*! durchgefihrt. 


Ergebnisse 


Ashmore et al.!* fanden nach Verabreichung von 14C-Testosteron 
65° der verabreichten Gesamtmenge in den Fiices und 36% im Harn. 
Nach Unterbindung des Ductus choledochus waren nur noch 4% der 
Gesamtradioaktivitait in den Faces und 90% im Harn. Nach Anlegen 
einer Gallenfistel waren 79% im Gallesekret, 0,6° in den Fiices und 16% 
im Harn wiederzufinden. 


Da wir bei den Versuchen mit unterbundenem Ductus choledochus 
nur Spuren von 17-KS-Metaboliten im Harn nachweisen konnten, drai- 
nierten wir fiir die nachfolgenden Untersuchungen den Ductus chole- 
dochus, leiteten den Kunststoffschlauch paravertebral nach auBen und 
sammelten nach Verabreichung von 35 mg Testosteron in 55proz. alko- 


144 OQ. Crepy, M. F.Jayle u. F. Meslin, Acta endocrinol. 24, 233 [1957]. 
15 G. Pincus u. W. H. Pearlman, Endocrinology 29, 413 [1941]. 
16 §. Lieberman, FE. R. Katzenellenbogen, J. J.Schneider, H. Studer 
u. K. Dobriner, J. biol. Chemistry 205, 87 [1953]. 
17 K. Savard, J. biol. Chemistry 202, 457 [1953]. 
18 R. Neher u. A. Wetterstein, Helv. chim. Acta 35, 276 [1952]. 
19 T. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]. 
20 H. Pelzer u. W. Staib, Clin. chim. Acta 2, 407 [1957]. 
21 W. Staib, W. Teller u. F. Scharf, diese Z. $18, 163 [1960]. 
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holischer Lésung in den Magen die Galle iiber einen Zeitraum von 48 Stdn. 
Nach dieser Zeit wurde in den Versuchen von Ashmore et al.” kein 
radioaktives Material mehr ausgeschieden. 

In der ketonischen Glucuronidfraktion konnten nach $-Glucuroni- 
dase-Hydrolyse sieben Zimmermann-positive Substanzen papierchro- 
matographisch nachgewiesen werden. Die Substanzen verhielten sich in 
bezug auf Wanderungsgeschwindigkeit (Propylenglykol/Ligroin), ihrer 
Anfirbbarkeit mit Dinitrobenzol und ihrer UV- sowie Schwefelsiure- 
Spektren, ahnlich wie Testesteron, Androsteron, Atiocholanolon, 11- 
Keto-atiocholanolon, 11-Hydroxy-atiocholanolon und 11-Keto-andro- 
steron (s. Tabelle). 

Charakterisierung der nach Testosteronverabreichung in der Rattengalle — ke- 
tonische Glucuronidfraktion — gefundenen Metaboliten. Es wurde bei 22+2° ab- 


steigend chromatographiert. Aquilibrierungszeit fiir das Bush-System 12—15 Stdn., 
Savard-System: keine. UV-Kontaktphotographie auf 4*-3-Ketosteroide. 


























Papierchromatographische : ’ 
Wanderungsgeschwindigkeit aa 2.4-Di-| H,SO,- 
UV | nitro-| Spektren 
Laufzeit Savard1? | Bush?!® benzol| Amax (my) 
Stdn. cm em 

SubstanzI.... 24 7,0 + + 300 

Testosteron 

(Schering) . ... 24 6,0 + + 297 

Substanz II... . 24 18,0 — + 308 (410) 

Atiocholanolon 

(Schering) . .. . 24 18,0 —- aa 310 (410) 

Substanz III. . . 24 28,; — 7 308 (410) 

Androsteron 

(Schering)... . 24 29,0 — at 310 (410) 

SubstanzIV ... 120 2,7 -— aa 

11-Hydroxy- 

atiocholanolon*. . 120 234 _ =e 

SubstanzV.... 120 7,5 8,0 — + 302,5 (382,5) 

407,5 
11-Hydroxy- 
androsteron*. . . 120 7,5 7,5 os + 300, 380, 
405 (I. ¢.22) 

Substanz VI... 120 16,7 12,9 — + 

11-Keto- 

atiocholanolon 

(Dembach- Roussel) 120 16,7 12,5 — + 

Substanz VII. . . 120 29,0 -= te 

11-Keto- 

androsteron* . . . 120 30,2 — -- 




















* Gereinigte und identifizierte Fraktionen aus Menschenharnextrakten. 


22 L. R. Axelrod, J. biol. Chemistry 208, 173 [1953]. 
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In der nichtketonischen Glucuronidfraktion fanden wir nach Chrom- 
oxyd-Oxydation!® zwei 17-KS-positive Substanzen, die sich papier- 
chromatographisch verhielten wie Androstandion und Atiocholanolon. 


Diskussion 


Die von Ashmore etal. mit 14C-markiertem Testosteron ge- 
machten Beobachtungen veranlaBten uns, die Testosteronmetaboliten in 
der Rattengalle zu suchen. Wir fanden auch tatsichlich in der Glucu- 
ronidfraktion von Gallenextrakten nach Testosterongaben eine Reihe 
von 17-KS, die sich auf Grund von UV- und Schwefelsaiure-Spektren, 
papierchromatographischen Wanderungsgeschwindigkeiten und An- 
farbbarkeit ahnlich verhielten wie Testosteron, Atiocholanolon, An- 
drosteron und héher oxygenierte 17-KS. 

Das Auftreten héher oxygenierter Testosteron-Metaboliten wurde 
wiederholt diskutiert®* 24:25, So fanden z. B. Axelrod und Miller* 
68-Hydroxy-A‘4-androstendion-(3.17) als Metabolit bei der Perfusion von 
Testosteron durch Rattenleber. Bei der isolierten Durchstrémung von 
Hundelebern mit Testosteron fanden dieselben Autoren*4 eine Reihe 
héher oxygenierter Verbindungen. Die aufgeklirten Substanzen waren 
identisch mit 16a-Hydroxy-testosteron, 6$-Hydroxy-A‘-androstendion- 
(3.17), 68-Hydroxy-testosteron und 2$-Hydroxy-testosteron. Unsere 
Substanzen waren UV-negativ, firbten sich mit alkalischem Dinitro- 
benzol typisch wie 17-KS an und wanderten im Papierchromatogramm 
(Propylenglykol/Ligroin!? und Bush-System?*) ahnlich wie 1l-oxy- 
genierte 17-KS. Ob nun diese polaren Substanzen direkte Metaboliten 
des zugefiihrten Testosterons (2-, 6-, 16-Hydroxy-17-KS?) sind, oder 
aus der Nebennierenrinde (11-Hydroxy-17-KS?) bzw. den Testes stam- 
men, kénnen wir heute noch nicht entscheiden. In Leerversuchen (115 ml 
Sammelgalle) konnten wir keine 17-KS im Gallesekret nachweisen. Ver- 
suche an adrenalektomierten und gonadektomierten Tieren wurden 
noch nicht durchgefiihrt. 

Den wichtigsten Befund der vorliegenden Untersuchung sehen wir in 
dem Auffinden von deutlich nachweisbaren Mengen von Testosteron- 
Metaboliten in der Gallenfliissigkeit von Ratten, waihrend im Harn keine 
der iiblichen Metaboliten unter unseren Bedingungen nachzuweisen 
waren. Auf Grund unserer Ergebnisse machen wir uns tiber den Stoff- 
wechsel von Testosteron und den Ausscheidungsweg der Metaboliten 
bei Ratten folgende Vorstellung: 

Der Testosteronstoffwechsel vollzieht sich bei der Ratte wie bei 
anderen Species ebenfalls hauptsichlich in der Leber und in ahnlicher 
Weise wie beim Menschen. Die gesiittigten Metaboliten werden gleichfalls 
wie beim Menschen zum Teil an Glucuronsiiure gekoppelt, verlassen aber 


 % LR, Axelrod u. L. L. Miller, Arch. Biochem. Biophysics 49, 248 [1954]. 

*4 L. R. Axelrod, L. L. Miller u. F. Herling, J. biol. Chemistry 219, 455 
[1956]. 

25 P. Ofner, Biochem. J. 61, 287 [1955]. 
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die Leber nicht wie beim Menschen und anderen Tieren (z. B. Hund, 
Meerschweinchen usw.) auf dem Blutwege, sondern werden haupt- 
sichlich iiber die Galle an den Darm abgegeben. Hier werden sie teils dem 
enterohepatischen Kreislauf folgend wieder resorbiert!* und teils durch 
die Darmbakterien zu noch unbekannten Metaboliten umgewandelt, die 
dann mit den Fiices ausgeschieden werden. 

Die Gallenfistel stellt ein ausgezeichnetes Versuchsobjekt dar, um 
Steroidstoffwechselstudien durchzufiihren, besonders im Hinblick auf die 
Bildung von konjugierten Steroidmetaboliten. Inkubationsversuche von 
Steroidhormonen mit Leberschnitten, Homogenaten und Perfusionen 
von isolierten Rattenlebern lieferten bisher nur spirliche Ausbeuten an 
konjugierten Steroidmetaboliten; in vielen Versuchen wurden so gut 
wie keine gefunden. Die lebende Ratte, die bislang fiir Steroidstoff- 
wechseluntersuchungen als ungeeignet angesehen worden ist®, stellt nun 
auf Grund unserer Ergebnisse fiir diesen Zweck ein iiuBerst brauchbares 
Laboratoriumstier dar und eréffnet uns viele neue Forschungsméglich- 
keiten. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir ein Stipen- 
dium (K. Dénges) und eine Sachbeihilfe, Herrn Dr. E. Auhagen (Bayer-Werke, 
Wuppertal-Elberfeld), fiir die Praparation gréBerer Mengen #-Glucuronidase. 
Weiterhin danken wir Herrn Dr. G. L. Haberland (Bayer-Werke, Wuppertal- 


Elberfeld), fiir die Demonstration eines Rattenkafiges und Fraulein E. Baldus 
danken wir fiir fleiBige und gewissenhafte Mitarbeit. 


Zusammenfassung 


Nach Testosteronverabreichung konnten in der Gallenfliissigkeit von 
miinnlichen Ratten 17-Ketosteroid-Metaboliten nachgewiesen werden. 
In der Glucuronidfraktion wurden 9 verschiedene 17-Ketosteroid-Meta- 
boliten papierchromatographisch charakterisiert. 


Summary 


17-oxosteroid metabolites were found in the bile of male rats after 
the administration of testosterone. 9 different 17-oxo-steroid metabolites 
in the glucuronide fraction were characterised by paper chromatography. 


Dozent Dr. W.Staib, Physiologisch-Chemisches Institut der Medizinischen 
Akademie Diisseldorf, Moorenstr. 5. 
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Steroidkonjugate, VI! 


Untersuchungen iiber eine extrahepatische Synthese von 
éstrogenen Steroidglucuroniden und von Phenolphthalein- 
glucuronid 
Von 
K. Schiirholz und W. Staib 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Medizinischen Akademie Disseldorf 


Leiter: Professor Dr. K. Hinsberg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Dezember 1960) 


Die Eliminierung kérperfremder sowie kérpereigener Substanzen 
als Glucuronidkonjugate durch die Gallenfliissigkeit bzw. durch die 
Harnausscheidung ist allgemein bekannt. Nach friiheren Anschauungen 
wurde die Konjugatbildung vornehmlich als Funktion der Leber bzw. 
der Niere angesehen. In neuerer Zeit konnte gezeigt werden, daB die 
Glucuronidsynthese auch in anderen Organen, also extrahepatisch statt- 
finden kann. So konnten die Glucuronide von o- und p-Aminobenzoe- 
siure nach Unterbindung des Gallenganges im Portalblut des Hundes 
nachgewiesen werden?. AuBerdem beobachteten Hartiala und Mit- 
arbeiter®: 4 eine Glucuronidsynthese bei Inkubation von Mucosagewebe 
verschiedener Abschnitte des Intestinaltraktes von Ratten mit Ostron, 
Ostradiol, Ostriol und Phenolphthalein. 


Die vorliegende Arbeit bedient sich der Rattendarm-Durchstré- 
mungs-Apparatur von Fisher und Parson?® in der Modifikation von 
Pfleger, Jacobi und Rummel® zur Darstellung der duodenalen Glu- 
curonidbildung von Phenolphthalein, Ostron, Ostradiol und Ostriol. 
Bei Anwendung dieser Apparatur sind Stoffwechselleistungen des durch- 
strémten Rattenduodenum an der Serosaseite des Darmes in der hier 
abtropfenden Fliissigkeit zu erkennen®. 


1 V. Mitteil.: W. Staib u. K. Dinges, diese Z. 319, 233 [1960]. 

2 Y. Shiray u. T. Okkulo, J. Biochemistry [Tokyo] 4, 341 [1954]. 

3 K. Hartiala, Acta physiol. scand. 31, Suppl. 114, 20 [1954]; K. Hartiala, 
Ann. Med. exp. fenn. 38, 239 [1955]. 

4 A. Lethinen, V. Nurmikko u. K. Hartiala, Acta chem. scand. 12, 1585 
[1958]; A. Lethinen, K. Hartiala u. V. Nurmikko, ebenda 12, 1589 [1958]; 
K. Hartiala u. A. Lethinen, ebenda 18, 893 [1959]. 

5 R. B. Fisher u. D.S. Parson, J. Physiology 110, 36 [1949]. 

®° K. Pfleger, H. Jacobi u. W. Rummel, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Pathol. Pharmakol. 234, 400 [1958]; H. Jacobi, K. Pflegeru. W. Rummel, 
Verh. Ges. physiol. Chem. 1957 in Basel; dieselben, Naunyn-Schmiedebergs Arch. 
exp. Path. Pharmakol. 232, 380 [1957]; H. Jacobi, W. Rummel u. K. Pfleger, 
ebenda 234, 404 [1958]. 
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Methodik 


Durchstr6mungsapparatur s.1.c.5.® Durchstrémt wird mit Tyrode- 
lésung, enthaltend 200 mg Glucose und 224 mg Natriumacetat/100 ml. Die Durch- 
strémung des Darmes erfolgt im geschlossenen System durch Insufflation einer 
Mischung von 95% O, und 5% CO,. Die wahrend der Durchstrémung an der Serosa- 
seite des Darmes abtropfende Flissigkeit gelangt durch eine Ableitung in ein 
Sammelgefé8 und dient den Substanznachweisen. Die AuBenriume der Apparatur 
werden wahrend des Versuches durch einen Thermostaten auf 37° gehalten. Die 
Dauer der Perfusion betrug etwa 4 Stdn. wobei ~ 2 ml abgetropft sind. 


Substanzen: Fiir die zu konjugierenden Substanzen werden entsprechend 
den Angaben von Hartiala und Mitarbeitern* folgende Konzentrationen in 
Tyrodelésung gewahlt: 


Phenolphthalein: 8mg/100m/ (200mg _ Phenolphthalein werden in 
1 ml 10proz. Natronlauge gelést und hiervon 0,04 m/l ad 100 ml Tyrodelésung 
gegeben). 

Ostron: 9,6 mg/100 mi, Ostradiol: 9,8 mg/100 ml und Ostriol: 10 mg/ 
100 ml. Die éstrogenen Steroide (Schering) werden, in Propylenglykol gelést, der 
jeweiligen Tyrodelésung hinzugegeben. 

Extraktion: Die Serosa-Abtropfflissigkeit (2 ml) eines Durchstrémungs- 
versuches wird mit Wasser ad 10 ml gebracht, anschlieBend 3 Min. auf 60° erhitzt 
und durch Abzentrifugieren werden Begleitproteine entfernt. Die iiberstehende 
klare Flissigkeit wird zur Extraktion freier Substanzen 3mal 10 Min. mit jeweils 
gleichen Teilen Benzol ausgeschiittelt. Der Proteinriickstand wird mit 1 ml Athanol 
gewaschen, erneut zentrifugiert und die iiberstehende Lésung der Benzolphase hin- 
zugegeben. 

Die waBrige Phase wird nun mit Salzsiure angesiuert (Endkonz. 2n) und 
3mal 10 Min. mit jeweils gleichen Teilen Athylacetat zur Extraktion der Glucu- 
ronide geschiittelt. In Versuchen zur Darstellung von Phenolphthalein-glucuronid 
unterbleibt die vorhergehende Benzolextraktion. Die Lésungsmittel der beiden 
Extrakte werden unter Stickstoff im Vak. entfernt. 

Zur siulenchromatographischen Trennung der Athylacetat-Extrakte 
an Aluminiumoxyd (Merck, standardisiert nach Brockmann) nach Crépy und 
Mitarbeitern’ dient eine Saule von 16 cm Héhe und 1 cm Durchmesser. Die Glucu- 
ronidfraktion wird mit ansteigenden Wasserkonzentrationen in Butanol ent- 
wickelt und mit 0,1ln NH,OH (15%) in Butanol eluiert. Die Elutionsphasen werden 
im Vak. unter N, eingeengt. 

Die siulenchromatographische Trennung der freien Ostrogene erfolgt nach 
Ittrich® an Aluminiumoxydsaulen: 100g Al,0, (Woelm, Aktivitiatsstufe I) 
werden mit 4 m/ Wasser versetzt und 2—3 Stdn. in einer Schiittelapparatur ge- 
mischt. 3 g Al,O, werden dann in ein zur Halfte mit Tetrachlorkohlenstoff gefiilltes 
Chromatographierrohr eingefiillt (Durchmesser 1 cm). Die Entwicklung der éstro- 
genen Hormone erfolgt mit ansteigenden Athanolkonzentrationen in Benzol. Die 
Elutionsphase: 0,8°%, Athanol in Benzol entwickelt Ostron. Mit 3°, Athanol in 
Benzol wird Ostradiol und mit 20°/, Athanol in Benzol wird Ostriol im Eluat er- 
halten. Die Substanznachweise erfolgen nach Entfernen der Lésungsmittel unter 
N, mittels der von Ittrich® modifizierten Kober-Reaktion zur Messung der Fluores- 
zenzintensitat. 

Papierchromatographie von Ostron (Rr 0,67) und Ostradiol (Rx 0,35) 
im System Petrolather/Toluol/Methanol/Wasser 25: 25:35:15 und Ostriol 





7 0. Crépy, M. F. Jayle u. F. Meslin, Acta endocrinol. 24, 233 [1957]. 

8 G. Ittrich, diese Z. 312, 1 [1958]. 

9 I. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]; I. E. Bush, Recent Progr. Hor- 
mone Res. 9, 321 [1954]. 
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(Ry 0,06) im System Formamid-Chloroform nach Zaffaroni!®. Die Entwicklung 
der Papierchromatogramme wird nach den Angaben von Mitchell und Davies"! 
mit Folin-Ciocalteus Reagenz (1: 10)12 in einem mit NH,-Atmosphare gesattigten 
Behalter durchgefiihrt. Die Ostrogenfraktionen stellen sich als blaue Farbflecken 
auf blaBblauem Untergrunde dar. 


Hochspannungs-Papierelektrophorese von Phenolphthalein-glucu- 
ronid}*; Pyridin-Eisessig-Puffer, pH 6,0; 3000 Volt; 30 mAmp; Laufzeit 2 Stdn. 


£-Glucuronidase-Hydrolyse#: Die jeweils zu bestimmenden Substanzen 
werden in 0,lm Acetat-Puffer aufgenommen und eine geeignete Fermentmenge 
(6-Glucuronidase Schering: 2 mg/m/ = 480 Fishman-Einh.) hinzugegeben. Nach 
Inkubation von 30—240 Min. bei 37° werden entweder direkt Nachweise fiir frei- 
gesetzte Komponenten (Glucuronsiure, Phenolphthalein) oder nach voraus- 
gehender Atherextraktion der Nachweis fiir 6strogene Steroide gefiihrt. Nach Vor- 
reinigung® dienten die eingeengten Atherextrakte der Kober-Reaktion zur Messung 
der Fluoreszenzintensitét bzw. zur weiteren chromatographischen Analyse. 


Bestimmung der Glucuronsaéure mit Naphthoresorcin nach unseren 
friiheren Angaben!*, Die Messungen wurden am Photometer Eppendorf mit Filter 
HG 578 my ausgefiihrt. 


Bestimmung von Phenolphthalein®: Nach Beendigung der Ferment- 
hydrolyse der in 1 ml 0,1m Acetat-Puffer aufgenommenen Substanz werden 5 ml 
0,4m Glycinpuffer, pH 10,45 hinzugegeben und die Farbintensitaét kolorimetrisch 
mit dem Photometer Eppendorf, Filter HG 546 mu bestimmt. Die erhaltene Ex- 
tinktion wird auf eine mit Phenolphthalein entsprechend hergestellte Eichkurve 
iibertragen. Glycinpuffer, pH 10,45: 16,3 g Glykokoll (Merck) und 12,65 g NaCl 
werden in dest. Wasser gelést, 10,9 ml konz. Natronlauge (100 g NaOH zu 100 ml 
Wasser) hinzugefiigt und die Mischung mit dest. Wasser auf 11 aufgefiillt. 0,1m 
Acetat-Puffer, pH 4,5:5,785 g Natriumacetat werden in dest. Wasser gelést, 
3,25 ml Eisessig hinzugefiigt und die Lésung mit dest. Wasser auf 11 gebracht. 


Die Bestimmung der éstrogenen Steroide erfolgt nach dem Prinzip 
der Kober-Reaktion?® in der Modifikation von Ittrich*. Nach £-Glucuronidase- 
Hydrolyse, Atherextraktion und Reinigung der Atherextrakte wird der Ather 
unter N, entfernt. Die Ostrogene werden etwa 40 Min. mit 2°/, Hydrochinon- 
schwefelsiure in ein kochendes Wasserbad gebracht, wobei sich ein roter Farb- 
komplex bildet, dessen griine Fluoreszenzintensitit nach selektiver Extraktion mit 
einer 2proz. Lésung von p-Nitrophenol in Choroform mit dem Fluoreszenzzusatz IT 
im Photometer Eppendorf bestimmt werden kann. In den Primarstahlengang wird 
das Filter HG 546 my und in den Sekundarstrahlengang das Filter HG 560 bis 
3000 my eingesetzt. Die Messung erfolgt, indem ein Standard (Spezialstandard 
nach Ittrich der Firma Netheler & Hinz, Hamburg) auf 100 Skalenteile eingestellt 
wird und die erhaltene Fluoreszenzintensitét gesuchter Konzentrationen mit 
gleichzeitig bestimmten Fluoreszenzintensitaéten von bekannten Ostrogenkonzen- 
trationen (0,1—1 yu) verglichen wird. 


10 A. Zaffaroni, Recent Progr. Hormone Res. 8, 51 [1953]. 

11 F. L. Mitchell u. R. E. Davies, Biochem. J. 56, 690 [1954]. 

122 Q. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 73, 627 [1927]. 

18 H. Pelzer u. W. Staib, Clin. chim. Acta 2, 407 [1957]. 

14 W.H. Fishman, N. Springer u. R. Brunetti, J. biol. Chemistry 178, 
449 [1948]. 

15 P. Talalay, W. H. Fishman u. C.J. Huggins, J. biol. Chemistry 166, 
757 [1946]. 
16 §. Kober, Biochem. Z. 289, 209 [1931]. 
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Ergebnisse 


Phenolphthalein-glucuronid 


Die ersten Perfusionen mit Phenolphthalein zeigten eine duodenale 
Bildung von Phenolphthalein-glucuronid (Tab. 1). Weitere Durch- 
strémungsversuche dienten der Substanzgewinnung, um das duodenale 
Syntheseprodukt siulenchromatographisch und elektrophoretisch identi- 
fizieren zu kénnen. Im Vorversuch konnte Phenolphthalein-glucuronid 
(Schering) an einer Aluminiumoxydsiule mittels Butanols, das 15% 
0,1ln NH,OH enthielt, quantitativ wiedergewonnen werden. Nach Chro- 
matographie der extrahierten Abtropfmenge von 5 Durchstrémungs- 
versuchen wurde das biologisch synthetisierte Konjugat in der gleichen 
Elutionsfraktion erhalten; Phenolphthalein lieB sich hierin erst nach 
B-Glucuronidase-Hydrolyse nachweisen (s. Tab. 2) und der Glucuron- 
siurennachweis wurde nach Siéurehydrolyse mittels Naphthoresorcins 
erbracht (140 ug Glucuronsiiure). Wie Vergleichsversuche zur Siure- 
hydrolyse (30 Min. mit 25proz. Schwefelsiure) mit der handelsiiblichen 
Substanz (Schering) zeigten, wird Phenolphthalein-glucuronid hierdurch 
nicht vollstindig gespalten. Optimale Ausbeuten sind erst nach ver- 
lingerter Hydrolysedauer zu erzielen. Ahnliches ist fiir andere pheno- 
lische Glucuronidkonjugate bekannt?’. 


Tab. 1. Phenolphthalein in mg vor und nach £-Glucuronidase-Hydrolyse in der mit 
Athylacetat extrahierten Abtropffliissigkeiten von drei Durchstrémungsversuchen 
mit Phenolphthalein. 








vor nach durch Fermenthydrolyse 
Hydrolyse in Freiheit gesetzt 
0,085 0,165 0,08 
0,045 0,125 0,08 
0,015 0,104 0,089 





Tab. 2. Phenolphthaleinnachweis vor und nach #-Glucuronidase-Hydrolyse in den 

Elutionsphasen einer Al,O,-Chromatographie der extrahierten Abtropffliissigkeit 

von 5 Durchstrémungsversuchen mit Phenolphthalein. Zahlen: zg Phenolphthalein ; 
—: nicht nachweisbar. 








Elutionsmittel ba nach 
Hydrolyse 
Vorlauf + 2% Wasser in Butanol . 80 80 
6% Wasserin Butanol ..... . — == 
10% Wasserin Butanol. .... . = = 
15%, 0,1n NH,OH in Butanol . . . — 277 





17 K. Heyns u. C. Kelch, Z. analyt. Chem. 139, 339 [1953]. 
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Die aus der Saule eluierte Substanz wurde auBerdem durch Hoch- 
spannungs-Papierelektrophorese getrennt, wobei das biologische Phenol- 
phthalein-glucuronid, der Vergleichssubstanz entsprechend mit einem 
Ry-Wert* von 0,47 durch das UV-Photoprint-Verfahren dargestellt 
werden konnte. Die UV-absorbierende Papierzone wurde eluiert und 
nach Fermenthydrolyse wurden die Konjugatkomponenten nachge- 
wiesen. Phenolphthalein und Glucuronsiure lieBen sich dabei im mo- 
laren Verhialtnis 1 : 1 bestimmen. 


Ostrogene Steroid-glucuronide 


Zum Studium der duodenalen Glucuronidbildung von Ostrogenen 
wurden in der oben genannten Versuchsanordnung Ostron, Ostradiol 
und Ostriol perfundiert. Bei diesen Versuchen wurden die Serosa- 
Abtropfmengen von jeweils 4 Perfusionen vereinigt und entsprechend 
den Angaben im methodischen Teil aufgearbeitet. 


Nach Crépy et al.!® gelingt es, die é6strogenen Steroid-glucuronide 
an Aluminiumoxyd zu chromatographieren und ebenfalls mittels 15% 
0,1n NH,OH in Butanol quantitativ zu eluieren. Nach Durchstrémungs- 
versuchen mit Ostron, Ostradiol bzw. Ostriol chromatographierten wir 
dementsprechend die mittels Athylacetats extrahierten Glucuronide 
(s. Tab. 3). Der Nachweis fiir Ostrogene wurde mit der von Ittrich® 
modifizierten Kober-Reaktion durch Fluoreszenzmessung und der fiir 
Glucuronsiure mittels Naphthoresorcins erbracht. Zur weiteren Identi- 
fizierung der Glucuronidfraktion erfolgte nach /-Glucuronidase-Hydro- 


Tab. 3. Ostrogen- und Glucironsdurenachweis in der Abtropffliissigkeit von je 
4 Durchstrémungsversuchen mit Ostron, Ostradiol und Ostriol nach selektiver 
Extraktion (Benzol und Athylacetat) und Al,0,-Chromatographie des Athylacetat- 





























extraktes. Zahlenangaben: ug Substanz; —: nicht nachweisbar. 
Durchstrémung mit . . . Ostron Ostradiol Ostriol 
Glucuron-| Ost- |Glucuron-| Ost- |Glucuron- 
Ostron| 7. : = : ‘ 
sure |radiol| saure riol saure 

Benzolextrakt ..... 118 36 118 12 72 7 

Elutionsmittel 

Vorlauf + 

2°, Wasser in Butanol. . 18 _ 16 - 9,6 —- 

6°, Wasser in Butanol. . -- ~- — - —: — 

10°, Wasser in Butanol . = —— — - a = 

15°,0,lnNH,OH i. Butanol| 30 66 210 180 141 114 




















ue Ry-Wert = Wanderungsgeschwindigkeit, bezogen auf Bromphenolblau = 1. 
18 0. Crépy, M. F. Jayleu. F. Meslin, C. R. Séances Soc. Biol. Filiales 151, 
322 [1957]. 
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lyse und Atherextraktion eine Siulenchromatographie nach Ittrich®. 
Dabei konnte jeweils eine deutliche Kober-positive Fraktion mit 0,8% 
Athanol in Benzol (Ostron), mit 3% Athanol in Benzol (Ostradiol) und 
mit 20% Athanol in Benzol (Ostriol) aus der Siule entwickelt werden. 
Diese Fraktionen entsprachen dem Verhalten der reinen Vergleichs- 
substanzen an einer Vergleichssiule. Die aus der Glucuronidfraktion 
fermentativ freigesetzten Steroide verhielten sich auch papierchromato- 
graphisch wie die Vergleichssubstanzen. 


Diskussion 


In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, daB die isoliert 
perfundierte Ratten-Diinndarmschlinge nach Fisher und Parson? im- 
stande ist, verschiedene Glucuronide zu synthetisieren. Nach Perfusion 
von Ostron, Ostradiol, Ostriol und Phenolphthalein konnten aus der an 
der Serosaseite abtropfenden Fliissigkeit die entsprechenden Glucuronide 
angereichert und nachgewiesen werden. Diese Befunde bestiitigen die 
Ergebnisse von Hartiala und Mitarbeitern*® 4, die bei Inkubations- 
versuchen die Bildung derselben Glucuronide beschrieben haben. Die 
genannten Autoren verwendeten fiir ihre Versuche Mucosagewebe ver- 
schiedener Abschnitte des Intestinaltraktes von Ratten; sie beob- 
achteten weiterhin verschiedene Umsatzquoten in Abhingigkeit von der 
jeweils angebotenen Substanz. Die Beantwortung der Frage nach der 
Kapazitaét der extrahepatischen duodenalen Syntheseleistung bzw. der 
Frage, inwieweit diese der bekannten Syntheseleistung der Leber ent- 
spricht, ist weiteren quantitativen Untersuchungen unter Einbeziehung 
des Organpriparates sowie der Durchstrémungsfliissigkeit vorbehalten. 


AbschlieBend ist zu erwihnen, daB sich neue Aspekte im Hinblick 
auf die Entgiftung kérperfremder Substanzen ergeben, wenn eine der- 
artige intestinale Konjugatbildung auch fiir andere Substanzen zu- 
treffend ist. 


Den Herrn Prof. Dr. W. Rummel und Dr. Karl Pfleger sind wir fiir die 
entgegenkommende Uberlassung einer Apparatur sowie fiir die freundliche Ein- 
weisung in den Arbeitsvorgang zu Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Am isoliert durchstrémten Rattenduodenum wird ein weiterer Be- 
weis einer extrahepatischen Glucuronidsynthese erbracht. Nach Per- 
fusionen mit Phenolphthalein, Ostron, Ostradiol und Ostriol konnten in 
der an der Serosaseite abtropfenden Fliissigkeit die entsprechenden 
Glucuronid-Konjugate nachgewiesen werden. Die Befunde bestitigen 
die Ergebnisse von Hartiala et al.* 4, die mit denselben Substanzen 
aber mit anderer Methodik (Inkubationsversuche) gearbeitet haben. 
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Summary 


Further proof for the extrahepatic synthesis of glucuronides has 
been obtained with isolated, perfused rat duodenum. After perfusion 
with phenolphthalein, oestrone, oestradiol and oestriol, the corresponding 
glucuronide conjugates were present in the fluid dripping from the serosa 
side. These findings confirm the results of Hartiala et al.* 4, who 
worked with the same substances, but a different method (incubation 
experiments). 


Doz. Dr. W. Staib und Dr. K. Schiirholz, Physiologisch-Chemisches Institut 
der Medizinischen Akademie, Diisseldorf, Moorenstr. 5. 
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Uber stoffwechselbedingte Veranderungen der 
katheptischen Aktivitaét in einzelnen Organen 
Von 
Werner Nagel und Friedrich Willig 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Heidelberg, 
Direktor: Prof. Dr. Ing. Dr. med. W. Kutscher 


(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Dezember 1960) 


Die meisten Autoren stimmen darin iiberein, daB es unter der Ein- 
wirkung von Nebennierenrinden-(NNR-)Hormonen — sowchl unter 
pathologischen wie auch unter experimentellen Bedingungen — zu einer 
betrachtlichen Beeinflussung des Eiweibstoffwechsels kommt. Ihre Natur 
ist trotz zahlreicher Arbeiten auf diesem Gebiet noch keineswegs klar- 
gestellt. Besonders konnte noch nicht die Frage entschieden werden, ob 
die NNR-Hormonwirkung auf den Proteinstoffwechsel vorzugsweise in 
einer Aktivierung der katabolen Prozesse zum Ausdruck kommt, oder 
ob antianabole Vorgiinge vorherrschen. 


Die letztgenannte Ansicht laBt sich durch einige neuere Befunde stiitzen. 
So wurde beispielsweise nachgewiesen, da8 der Einbau von “C-markierten Amino- 
siuren in das EiweiB8 des lymphatischen Gewebes, der Leber und des Zwerchfells 
durch Glucocorticosteroide betrachtlich vermindert wird!. Auch die in der Klinik 
bekannten trophischen Stérungen der Haut und der Muskulatur bei Morbus 
Cushing werden auf eine Beeinflussung der Proteinsynthese zuriickgefiihrt?. Ferner 
sei hier verwiesen auf die bekannte, mit NNR-Hormonen erzielbare Wachstums- 
hemmung bei jungen Versuchstieren. Demgegeniiber ]48t sich die akute und sehr 
betrachtliche Involution des lymphatischen Systems?* unter dem EinfluB von 
NNR-Hormonen wohl nur dann ausreichend erklaren, wenn man auch eine Akti- 
vierung des Katabolismus unterstellt. Daraus kann vermutet werden, da8 der Pro- 
teinstoffwechsel verschiedener Organsysteme gegeniiber dem Einflu8 der NNR- 
Hormone unterschiedlich empfindlich ist. 


Baker und Mitarbeiter* haben an Hand von eingehenden histo- 
logischen Untersuchungen zeigen kénnen, daB es im Hungerzustand zu 
einer Involution des Thymus und des iibrigen lymphatischen Systems 
kommt, die quantitativ und qualitativ der Cortisolwirkung entspricht. 
DaB der lymphatische Apparat beim Hungern im Vergleich zum Gesamt- 


1§. Kit u. E.8.G. Barron, Endocrinology 52, 1 [1953]; F. M. Sinex, Fe- 
deration Proc. 10, 247 [1951]; K. L. Manchester, P. J. Randleu. F.G. Young, 
J. Endocrinology 18, 395 [1959]. 

2 A, Labhart in A. Labhart, Klinik der inneren Sekretion, 8. 348, Springer- 
Verlag, Heidelberg 1957. 

3’ T. F. Dougherty u. A. White, Amer. J. Anatomy 77, 81 [1945]. 

4 B. L. Baker, D. J. Ingle u. Ch. H. Li, Amer. J. Anatomy 88, 313 [1951]. 
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organismus einen viel stirkeren Abbau erleidet, ist bekannt*:®. Diese 
Bevorzugung am Proteinverlust im Hunger hért nach Adrenalektomie 
auf® 7. Somit mu8 die Einschmelzung der lymphoiden Organe im Hunger 
als eine Stress-Wirkung angesehen werden. Es schien uns daher inter- 
essant, den Hunger-Stress als Modell fiir eine physiologische Umschaltung 
des Stoffwechsels in Richtung auf einen gesteigerten Protein-Katabo- 
lismus mit unseren Hormonversuchen in Beziehung zu setzen, zumal 
diesen der Nachteil anhaftet, daB die Dosierung unphysiologisch hoch ist. 


Uber den Mechanismus des gesteigerten Abbaues von GewebseiweiB 
ist wenig bekannt. Immerhin darf vermutet werden, daf hierbei die 
gewebseigenen katheptischen Enzyme eine Rolle spielen. Da in der 
Literatur iiber dieses Problem nur wenige Mitteilungen vorliegen® °, 
hielten wir es fiir gerechtfertigt, den Einflu8 von Hunger und Gluco- 
corticosteroiden auf die katheptische Aktivitit verschiedener Gewebe 
niiher zu untersuchen, zumal unseres Wissens das lymphatische System 
in solche Untersuchungen bisher nicht einbezogen wurde. 


Bekanntlich werden die gewebseigenen Proteasen unter der Bezeichnung 
,.Kathepsin-Komplex** zusammengefaBt. Besonders die Arbeiten von Fruton und 
seiner Schule haben es erméglicht, hauptsachlich durch Verwendung synthetischer 
Peptide als spezifische Substrate, Kathepsin A, B, C, Leucinaminopeptidase, 
Carboxypeptidase und Aminotripeptidase voneinander zu differenzieren. So ist an 
Stelle der friiher gebrauchten verwirrenden Fiille von Bezeichnungen eine klare 
Nomenklatur getreten?®. 


Es darf als sicher gelten, daB die angefiihrten Enzyme keineswegs den gesamten 
Kathepsin-Komplex reprasentieren. Beispielsweise wurde erst kiirzlich von Press 
und Mitarbeitern!! ein Kathepsin aus der Rindermilz isoliert und enzymologisch 
charakterisiert. Es entsprach keinem der oben angefiihrten Enzyme und wurde 
daher von den Autoren ,,Kathepsin D‘ genannt. Immerhin finden sich in der 
Literatur Angaben iiber ein Kathepsin, das mit dem von Press beschriebenen 
Enzym identisch zu sein scheint. Es ist némlich wahrscheinlich, daB immer dann, 
wenn die Proteolyse eines Organgesamthomogenats gegen Haimoglobin bei pH 3,5 
gemessen wurde, es sich im wesentlichen um die Bestimmung der Aktivitaét von 
Kathepsin D handelte. Dies konnte zumindest fiir die Rindermilz von Press et al. 
nachgewiesen werden. Fiir einige andere Organe (Lunge!*, Gehirn!*, Hypophyse!, 


5 EK. Andreasen, Acta pathol. microbiol. scand., Suppl. 49, 1 [1943]. 

6 A. White u. T. F. Dougherty, Endocrinology 41, 230 [1947]. 

?7 A, White, Recent Progr. Hormone Res. 4, 153 [1949]; E. Adams u. 
E. White, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 75, 590 [1950]. 

8 J.Schultz, J. biol. Chemistry 178, 451 [1949]; A. L.Greenbaum u. 
F.C. Greenwood, Biochem. J. 56, 625 [1954]; M.H. Ross u. W.G. Batt, J. 
Nutrit. 61, 39 [1957]; G. Benz u. F. E. Lehmann, Helv. physiol. pharmacol. 
Acta 17, 380 [1959]; E. Martini, Experientia [Basel] 15, 182 [1959]. 

® H.G. Rose, M.C. Robertson u. T.B. Schwartz, Amer. J. Physiol. 
197, 1036 [1959]. 

10H. H. Tallan, M. E. Jones u. J.S8. Fruton, J. biol. Chemistry 194, 793 
[1952]. 

11-. M. Press, R. R. Porter u. J. Cebra, Biochem. J. 74, 501 [1960]. 

12 A.M. Dannenberg u. E.L. Smith, J. biol. Chemistry 215, 55 [1955]. 

13M. W. Kies u. 8. Schwimmer, J. biol. Chemistry 145, 685 [1942]. 

M4 KE. Adams u. E. L. Shmith, J. biol. Chemistry 191, 651 [1951]. 
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Erythrocyten!5, Skelettmuskulatur!*, Tonsillen!?, Thymus?® und Leber!®) ist 
nach den experimentellen Angaben der Autoren sehr wahrscheinlich, daB es sich 
ebenfalls um Kathepsin D handelte. 

Kusowlewa und Mitarbeiter®° isolierten aus der Rattenleber drei ver- 
schiedene Kathepsine und stellten, genau wie Press fiir die Milz, fest, daB der 
Anteil der bei pH 3,5 wirksamen Proteinase betrachtlich ist. Dieses Enzym re- 
prasentiere fast ausschlieBlich die proteolytische Aktivitat der Organe. 


Methodik 


Als Versuchstiere dienten mannliche Wistar-Ratten im Gewicht von 100 
bis 150 g. Sie wurden ausschlieBlich mit handelsiiblichem Futter in Platzchenform 
(Latz) ernahrt. Die Stalltemperatur war konstant (25°). 


1. Hungerversuche: Den Tieren wurde 100 Stdn. vor der Tétung das Futter 
entzogen, Trinkwasser wurde nicht eingeschrankt. 


2. Hormonversuche: Als Glucocorticosteroid diente uns Prednisolon-Na- 
Succinat. Davon wurden jedem Versuchstier insgesamt 15 mg intraperitoneal 
appliziert und zwar aufgeteilt in drei gleiche Dosen, die jeweils 28, 22 und 6 Stdn. 
vor der Tétung der Tiere verabreicht wurden. Um Einfliisse des bekannten Tages- 
rhythmus?! auszuschalten, haben wir die Versuche regelmaBig um 16 Uhr vor- 
genommen. Als Kontrollratten dienten unbehandelte Tiere, deren Organe in gleicher 
Weise aufgearbeitet wurden. 


3. Praparation: Die Tiere wurden mit einem Scherenschlag dekapitiert. 
Die benétigten Organe wurden freiprapariert und eine ausreichende Gewebsmenge 
entnommen. Verunreinigungen durch Blut wurden streng vermieden. Der Thymus 
wurde als ganzes entfernt und gewogen. Reichte die Thymusmenge eines Tieres 
nicht aus, so wurden die Organe mehrerer Tiere gemeinsam homogenisiert. Die 
Muskelproben entstammten einem Oberschenkel der hinteren Extremitat. Die 
Wagung wurde anschlieBend mdglichst schnell auf einer Mettler-Halbmikrowaage 
vorgenommen. Wir homogenisierten dann sofort mit der 25fachen Menge eiskalter 
0,9proz. NaCl-Lésung in einem Potter-Homogenisator mit Teflonstempel. Die Auf- 
arbeitung der Muskelstiickchen muBte dagegen in einem Homogenisator (Firma 
Biihler, Tiibingen — Prinzip: Waring-Blendor) vorgenommen werden. Die Ver- 
diinnung betrug hier 1: 10. 


4. Ansitze: Die Homogenate wurden sofort in 1-ml-Portionen auf die mit 
2 ml Hamoglobin-Lésung beschickten ReaktionsgefiBe verteilt und 1 Stde. im 
Thermostaten bei 40° inkubiert. Die Inkubation wurde durch Zusatz von 1,5 ml 
20proz. Perchlorsiure beendet (Endkonzentration 6,6%). 


5. Substrat: Wir verwendeten Rinderhémoglobin (,,Enzymsubstrat“, 
Fa. Pentex, Kankakee, IIl., USA), welches als Iproz. Lésung in den jeweiligen 
Puffern zubereitet wurde. 


15 W. L. Morrison u. H. Neurath, J. biol. Chemistry 200, 39 [1953]. 

16 J. E.Snoke u. H. Neurath, J. biol. Chemistry 187, 127 [1950]. 

17 EK. L. Hess, M.Campbell u. A.Herranen, J. biol. Chemistry 215, 
163 [1955]. 

18 U. Hagen, Z. Naturforsch. 12b, 546 [1957]. 

12 C.de Duve, B.C. Pressman, R.Gianetto, R. Wattiaux u. F. Ap- 
pelmans, Biochem. J. 60, 604 [1955]. 

20 0. B. Kusowlewa u. Tschshun-Jan Wan, Biochemie [Moskau] 24, 
550 [1959]. 

21 J.D. Achelis u. H. Nothdurft, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen 
Tiere 241, 651 [1939]; H. Nothdurft u. H.E.EisenbeiBer, ebenda 248, 
21 [1944]. 
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6. Die Pufferlésungen fir pH 2 bis 4,5 bestanden aus Citrat/HCl, die fiir 
pH 5 bis 6,5 aus Citrat/NaOH, die fiir pH 7 bis 8 aus Phosphat. Wir benutzten die 
Puffertitrisole der Fa. Merck, die Zwischenwerte wurden durch Zutitration der al- 
kalischen Komponente erhalten. Die Kontrolle der pH-Werte erfolgte regelmaBig 
auch in den Inkubationsansatzen mit der Glaselektrode. 

7. Die Bestimmung des Proteolysegrades erfolgte nach Anson” in 
der Modifikation von Spies**: 1,25 ml des Perchlorsiurefiltrates, 2,5 ml 2,8n 
Na,CO, und 0,75 ml Reagenz nach Folin* der Fa. Merck (1:2 mit Wasser ver- 
diinnt) wurden vermischt. Die Extinktion wurde genau nach 5 Min. gemessen 
(Elko III der Fa. Zeiss, Filter J 66,3, Schichtdicke 0,5 cm). Der Standard ent- 
stammte einem nicht inkubierten Ansatz gleicher Zusammensetzung, der Leerwert 
enthielt statt des Perchlorsaurefiltrates Wasser in gleicher Menge. 

8. Eichkurve: 2 ml unserer Himoglobin-Lisung wurden mit jeweils 1 ml 
Tyrosin-Lésung verschiedener, bekannter Konzentration versetzt und mit 1,5 ml 
Perchlorsiure gefallt. Das Filtrat wurde wie oben weiterbehandelt. Die Eichkurve 
verlauft bis zu einer Extinktion von 0,650 linear, das entspricht einer Tyrosinmenge 
von 386 ug. Der Stickstoffgehalt unserer Homogenate wurde in einer Mikro- 
Kjeldahl-Apparatur bestimmt. Als Ma8 fiir die proteolytische Aktivitat 
(KE) wurde die Spaltungsrate benutzt, definiert durch yg freigesetztes Tyrosin 
pro Stunde und pro mg N des Homogenats. 

9. Versuche zur Aktivierung mit Cystein (Merck): Da bekanntlich der 
Zusatz von Cystein die Folin-Reaktion so stark beeinfluBt, daB eine exakte Be- 
stimmung unméglich ist, muBten wir unsere Methodik modifizieren. Genevois 
und Cayrol* hatten gefunden, da8 Cystein mit Formaldehyd unter Bildung eines 
Thiazolidinringes so gebunden wird, da8 es nach Zusatz von Folin-Reagenz keine 
Farbe mehr entwickelt. Dadurch wurde eine friihere Angabe von Anson”? chemisch 
aufgeklart. 

Wir haben deswegen unsere MeBlésungen vor Zusatz des Folin-Reagenzes 
mit 0,25 ml 35proz. Formaldehyd versetzt. Gemessen wurde gegen gleichbehandelte 
Kontrollen, denen allerdings erst nach der Inkubation aliquote Mengen Cystein 
zugefiigt worden waren. 

Der Zusatz von Cystein beeinfluBte den pH-Wert unserer Ansatze betriachtlich , 
so daB fiir jede Versuchsserie eigene Korrekturen erforderlich waren. Nur Ansitze 
mit gleichem pH wurden miteinander verglichen. 


Ergebnisse und Diskussion 


1. In Vorversuchen klarten wir zunichst die Abhingigkeit der enzy- 
matischen Himoglobin-Spaltung vom pH-Wert des Inkubationsansatzes. 
Wir fanden in allen drei untersuchten Organen (Thymus, Leber und 
Muskulatur) ein ausgeprigtes Optimum bei pH 3,5 (Abb. 1). Andere 
pH-Optima konnten unter diesen Versuchsbedingungen nicht gefunden 
werden, besonders fehlte jegliche Aktivitaét oberhalb von pH 6. Damit 
iibereinstimmende Befunde konnten schon fiir die Leber von Hanson 
und Mitarbeitern?*, sowie von Schaffner und Truelle?’, und fiir die 


22 M. L. Anson, J. gen. Physiol. 20, 565 [1937]; 22, 79 [1938]. 

23 J. R. Spiesin S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzymology, 
Bd. ITT, S. 467, Academic Press, New York 1957. 

24 QO. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 73, 627 [1927]. 

25 L.Genevois u. P. Cayrol, Bull. Soc. chim. France, Documentat. [5] 
6, 1224 [1939]. 
6 H. Hanson, R. Kleine u. W. Blech, diese Z. 316, 127 [1959]. 
27 A. Schaffner u. M. Truelle, Biochem. Z. 315, 391 [1943]. 
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Muskulatur von Snoke und Neurath’® erhoben werden. Fiir Thymus 
liegen in der Literatur keine entsprechenden Angaben vor. Im Hinblick 
auf die Versuche von Wattiaux und de Duve?® priiften wir den Ein- 
fluB von Triton-X-100* in einer Konzentration von 0,1% (V/V) auf die 
Kathepsinaktivitat. Wir konnten in diesen Versuchen keine Steigerung 
der Proteolyse erhalten. Dies ist auch leicht verstindlich, weil wir bei 
einem pH von 3,5 und mit einer Inkubationsdauer von 60 Min. arbei- 
teten, wobei nach den Angaben von de Duve?® ohnehin die an bestimmte 
Zellstrukturen gebundenen Enzyme maximal freigesetzt werden, und 
deswegen auch durch Zusatz oberflichenaktiver Substanzen eine weitere 
Aktivititssteigerung nicht mehr erreicht werden kann. 
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Abb. 1. pH-Abhangigkeit der proteolytischen Aktivitaét eines Leberhomogenats (a) . 
Kurve b wurde an der Leber desselben Tieres gewonnen, nur enthielten die Ansiatze 
Triton-X-100. 


Auffillig war aber, daB die Aktivitatskurve bei den Tritonversuchen 
ein weiteres, deutlich ausgeprigtes Maximum zwischen pH 4,5 und 5 bei 
allen untersuchten Organen zeigte (Abb. 1). Allem Anschein nach handelt 
es sich hier um ein anderes proteolytisches Enzym, dessen Aktivitat 
quantitativ dem bei pH 3,5 wirksamen nicht wesentlich nachsteht. Uber 
die Eigenschaften dieses zweiten Enzyms werden wir nach Abschlu8 der 
noch laufenden Untersuchungen berichten *°. 

2. Versuche mit Homogenaten aller untersuchten Organe ergaben 
eine nahezu vollige Inaktivierung der enzymatischen Aktivitiat, wenn die 
Homogenate fiir 40 Min. bei 65° prainkubiert wurden. Dieser Befund 


* Octyl-phenyl-polyglykol, Hersteller: Rohm & Haas Company, Phila- 
delphia, USA; in Deutschland zu beziehen durch Fa. Serva, Heidelberg. 

28 R. Wattiaux u. C. de Duve, Biochem. J. 68, 606 [1956]. 

29 R. Gianetto u. C.de Duve, Biochem. J. 59, 433 [1955]. 

30 W. Nagel u. F. Willig, in Vorbereitung. 
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schlieBt die Identitaét unseres Enzyms mit Kathepsin C aus, das unter 
diesen Bedingungen stabil bleibt?®. 

3. Um zu entscheiden, ob Sulfhydrylgruppen die proteolytische 
Aktivitiit zu steigern vermégen, versetzten wir unsere Ansitze mit 
Cystein in einer Endkonzentration von 0,01 und 0,1 Mol//. In insgesamt 
26 Versuchen zeigte sich weder bei der einen noch bei der anderen Kon- 
zentration in allen untersuchten Organen eine nennenswerte Steigerung 
der Aktivitit. Diesem Ergebnis entspricht auch, da Jodacetamid in 
einer Endkonzentration von 1 mMol// keinerlei Hemmung der Himo- 
globin-Spaltung verursachte. 

Diese Befunde entsprechen denjenigen, die Press und Mitarbeiter 
als charakteristische Eigenschaften von Kathepsin D_beschrieben 
haben. Es ist deswegen sehr wahrscheinlich, daB wir in unseren Versuchs- 
ansitzen im wesentlichen die Aktivitiit von Kathepsin D erfaBt haben. 

4. In 11 Bestimmungen an 12 Ratten fanden wir als normalen Be- 
zugswert fiir die proteolytische Aktivitit im Thymusgesamthomogenat 
bei dem ermittelten pH-Optimum von 3,5 226 +19,9 KE. (Abb. 2, B). 
Demgegeniiber ermittelten wir in 6 Bestimmungen an 14 Ratten, die 
mit Prednisolon vorbehandelt waren, eine proteolytische Aktivitit 
von 337 + 34,9 KE, was eine signifikante Steigerung der proteolytischen 
Aktivitit um 49% gegeniiber den Normalratten bedeutet (P<0,001). 
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Abb. 2. Vergleich von Thymus- 
gewicht (A), und proteolytischer 
Aktivitaét von Thymus (B), Leber 
(C) und Muskulatur (D) unter dem 
KinfluB von Prednisolon bzw. Hun- 
1004 ger. Ordinate: mg Thymusgewicht 
: (A) bzw. Proteolysegrad (B—D) 
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5. Bei der Untersuchung des Einflusses von Hunger auf die 
proteolytische Aktivitit des Thymus erhielten wir in 12 Versuchen an 
29 Ratten einen Proteolysegrad von 320 4 42,5 KE. Ein statistischer 
Vergleich dieser Werte mit denen unserer Normalserie ergibt eine signi- 
fikante Aktivitatssteigerung von 42°, (P<—0,001). 

Wie aus Abb. 2 weiterhin ersichtlich ist, zeigen die Thymusgewichte 
(Siiulen A) das aus der Literatur bekannte, charakteristische Verhalten. 
Der Thymus involviert sowohl im Hungerzustand als auch unter dem 
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Einflu£ von Glucocorticosteroiden. Die beschriebenen signifikanten Ver- 
ainderungen der proteolytischen Aktivitit sind jedoch sicher nicht nur 
durch die Involution dieses Organs zustandegekommen: Die Aktivitiits- 
werte sind auf mg Homogenat-N bezogen und der durchschnittliche 
N-Gehalt pro mi Thymushomogenat war fiir die drei untersuchten Tier- 
gruppen praktisch gleich. 


6. Versuche, die in prinzipiell gleicher Weise mit Leberhomo- 
genaten ausgefiihrt wurden (Siiulen C), zeigten im Gegensatz zu den 
Thymusversuchen weder im Hunger noch nach Glucocorticoid-Appli- 
kation eine bemerkenswerte Steigerung der proteolytischen Aktivitit. 


7. Gleich der Leber konnten wir bei der Untersuchung von Homo- 
genaten aus Skelettmuskulatur (Siulen D) im Hungerzustand keine 
Steigerung der Kathepsinaktivitit finden. Auch orientierende Versuche 
mit Prednisolon fiihrten zu dem gleichen Ergebnis, weswegen wir auf 
eine gréBere Versuchsreihe vorliufig verzichteten. 

Bei zusammenfassender Betrachtung unserer Ergebnisse (Abb. 2) 
fillt auf, daB eine enge Korrelation zwischen dem Gewichtsverlust des 
Thymus und dem Anstieg der katheptischen Aktivitit in diesem Organ 
besteht. Ganz entsprechend den histologischen Befunden von Baker*!, 
der nach Applikation von adrenocorticotropem Hormon und nach Hunger 
keine gréberen Strukturveriinderungen in Leber und Muskulatur sah, 
war auch in unseren Versuchen keine Erhéhung der katheptischen Akti- 
vitiit in diesen Organen zu beobachten. Eine katabole Wirkung der 
NNR-Hormone auf den Eiweifstoffwechsel ist damit mit Sicherheit fiir 
das lymphatische System erwiesen. Uberdies stehen unsere Befunde, 
soweit sie die Leber betreffen, im Einklang mit friiheren Untersuchungen 
von Miller®, der nach 7tiigigem Fasten nur einen sehr geringen Anstieg 
(13°) der Hiimoglobinspaltung bei pH 3,5 in der Rattenleber fand, wenn 
er als BezugsgréBe den EiweiBgehalt des Homogenats wihlte. 


EKinige Autoren haben bei ahnlicher Fragestellung mit anderen 
katheptischen Enzymen gearbeitet, ihre Ergebnisse sind deswegen mit 
unseren Resultaten nicht ohne weiteres vergleichbar. So konnten Rose 
und Mitarbeiter? am Rattenzwerchfell unter Cortisoneinwirkung eine 
Aktivitiitssteigerung der zum Kathepsinkomplex gehérenden Leucin- 
aminopeptidase um 29°, finden. Schultz* bestimmte in der Leber die 
Aktivitit von Kathepsin B nach einer Hungerperiode von 6 Tagen und 
erhielt eine Abnahme der Proteolyse um 41° (berechnet nach den ta- 
bellarischen Angaben des Autors, bezogen auf mg N des Ansatzes). 
Offenbar kénnen sich die einzelnen Enzyme des Kathepsinkomplexes — 
wie aus den Ergebnissen der angefiihrten Autoren und unseren Befunden 
hervorgeht — unter dem EinfluB von NNR-Hormonen durchaus gegen- 


31 B. L. Baker, Recent Progr. Hormone Res. 7, 331 [1952]. 


82 L. L. Miller, J. biol. Chemistry 172, 113 [1948]. 
33 J. Schultz, J. biol. Chemistry 178, 454 [1949]. 
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sinnig und organspezifisch verhalten, was vielleicht ein Hinweis auf 
differenzierte Aufgaben im Proteinstoffwechsel der Zelle sein kénnte. 


In diesem Zusammenhang soll auf die Untersuchungen von Cseh* 
verwiesen werden, der die Desoxyribonuclease-Aktivitét in Organen 
normaler und mit Cortisol vorbehandelter Ratten bestimmte. Er fand 
bei letzteren eine Aktivititssteigerung um 60° im Thymus, in der Leber 
dagegen nur um 18%. Wie aus Untersuchungen von Kutscher und 
Eggers*® und von Klamerth*® bekannt ist, kénnen die Desoxyribo- 
nucleoproteide der Zelle, wie sie beispielsweise im Kernmaterial vor- 
liegen, von der Desoxyribonuclease allein nicht abgebaut werden. Es 
bedarf vielmehr der vorhergehenden Einwirkung proteolytischer En- 
zyme, um diesen Abbau zu erméglichen. Die unter NNR-Hormonwirkung 
histologisch zu beobachtenden strukturellen Verinderungen im Thymus 
und in den anderen lymphoiden Organen, die mindestens in der ersten 
Phase der Hormonwirkung durch Cytolyse und Caryolyse der Thymus- 
lymphocyten weitgehend mitbedingt sind, haben demnach eine Steige- 
rung der katheptischen Aktivitaét zur Voraussetzung. 


Fraulein Helga Linden sind wir fiir ihre wertvolle Mithilfe zu besonderem 
Dank verpflichtet. — 


Zusammenfassung 


Es wurde die proteolytische Himoglobinspaltung durch Homogenate 
von Thymus, Muskulatur und Leber der Ratte untersucht. Die proteo- 
lytische Aktivitét zeigte ein scharfes Optimum bei pH 3,5. Diese und 
andere Eigenschaften legen die Identitiit mit Kathepsin D nahe. 

Zusatz von Triton-X-100 zu den Homogenaten brachte keine 
weitere Aktivitatssteigerung bei pH 3,5, dagegen trat ein zweites Aktivi- 
tiitsmaximum etwa bei 4,8 auf. Die Aktivitiit bei pH 3,5 war im Thymus 
am stiirksten und in der Muskulatur am schwiichsten. 

Durch Applikation von Prednisolon sowie durch akutes Hungern 
wurde die Aktivitiét im Thymus signifikant erhdht, in Leber und Mus- 
kulatur blieb sie unbeeinfluBt. 


Summary 


The proteolytic cleavage of hemoglobin by homogenates of rat. 
thymus, muscle and liver has been investigated. This proteolytic activity 
has a sharp pH-optimum at 3.5, which, together with other properties, 
suggests the activity of cathepsin D. 





34 G. Cseh, I. Marosvari u. A. Harmath, Acta physiol. Acad. Sci. hung. 
14, 115 [1958]. 
35 W. Kutscher u. K. Eggers, Z. exp. Krebsforsch. 60, 66 [1954]. 
36 OQ. Klammerth, Biochem. Z. 328, 443 [1957]. 
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Addition of Triton-X-100 to the homogenates caused no increase 
in activity at pH 3.5, but a second activity maximum appeared at about 
pH 4.8. The activity at pH 3.5 was strongest in thymus and weakest in 
muscle. 

Administration of prednisolone or acute hunger significantly in- 
creased the thymus activity, but the activity of liver and muscle remained 
unchanged. 


Dr. med. Werner Nagel und Dr. med. Friedrich Willig, Physiologisch - 
Chemisches Institut der Universitat Heidelberg, Akademiestr. 5. 
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Uber die aktiven Metallionen des Trypsins 
Von 
Wolfgang Langenbeck, Manfred Augustin und Claus Schiifer 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Universitit Halle (Saale) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Oktober 1960) 


Herrn Professor Kurt Mothes zu seinem 60. Geburtstage herzlichst gewidmet 


Vor einiger Zeit haben wir eine Methode ausgearbeitet, um mit 
Hilfe der Austauschdialyse von Fermenten gegen verdiinnte Lésungen 
von Metallsalzen die wirksamen Metallionen der Fermente festzustellen}. 
Als Beispiele dienten die Hefe-Alkoholdehydrogenase und die Schweine- 
leber-Esterase. Die Methode ist besonders dann von Bedeutung, wenn 
die Fermente ihr wirksames Metallion leicht durch Dialyse verlieren, 
aber dabei irreversibel inaktiviert werden. So verhiilt sich die Schweine- 
leber- Esterase 2. 

Trypsin wird durch Dialyse gegen Wasser reversibel inaktiviert. 
Durch Zusatz von Chrom- oder Magnesiumsalzen erhiilt es seine Wirksam- 
keit zuriick®. Es scheint also nicht zu den Fermenten zu gehéren, bei 
denen unsere Austauschdialyse der einfachen Reaktivierung durch Zu- 
satz von Metallionen iiberlegen ist. Wir werden aber sehen, daB die 
Ergebnisse der Austauschdialyse und der Reaktivierung beim Trypsin 
nicht genau iibereinstimmen. Offenbar findet in manchen Fiillen der un- 
mittelbare Austausch von komplex gebundenen Metallionen leichter 
statt als der Einbau von Metallionen in das metallfrei dialysierte Ferment. 

GraBmann und Mitarbeiter? haben Trypsin und Chymotrypsin 
elektrophoretisch getrennt und in den Fraktionen insgesamt 40% der 
tryptischen Aktivitat zuriickerhalten. Die weitgehende Erhaltung der 
Fermentwirksamkeit bei der Elektrophorese braucht nicht unbedingt 
mit einem Metallgehalt des Ferments im Widerspruch zu stehen. Bei 
geniigend fester koordinativer Bindung kann das Metallion gemeinsam 
mit dem Fermentprotein im elektrischen Felde wandern. AuBerdem 
bleibt bei der kontinuierlichen Elektrophorese das Ferment nur verhilt- 
nismiiBbig kurze Zeit dem elektrischen Felde ausgesetzt. Immerhin er- 
schien es auch im Hinblick auf diese wichtige Arbeit angezeigt, die Ein- 
wirkung von Metallionen auf das Trypsin erneut zu priifen. 

1 W. Langenbeck u. K. A. Miller, Naturwissenschaften 45, 243 [1958]; 
W. Langenbeck, K. A. Miller u. K. Lange, diese Z. 314, 130 [1959]. 

* Inzwischen hat sich gezeigt, daB die Leberesterasen des Rindes und Pferdes 
ihr Metallion viel schwerer abgeben als die Schweineleber-Esterase (R.-D. Franz). 
3S. E. Bressler u. N. A. Rosenzweig, Biochemie [Russ.] 16, 84 [1951]. 
4 W. GraBmann, K. Hannig u. M.Schleyer, diese Z. 316, 71 [1959]. 
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Kristallines Trypsin wurde in Anlehnung an die Verfahren von 
Northrop und Kunitz® und von Laskowski® dargestellt. Die Aus- 
tauschdialyse von etwa 10-5m Trypsinlésungen gegen 10-5m Salz- 
lésungen in 0,15m Phosphatpuffer von pH 6 bei Zimmertemperatur 
wurde, wie I. c.1 beschrieben, ausgefiihrt. Die Aktivitiéten wurden mittels 
Formoltitration gegen Hammarsten-Casein gemessen? und mit denen 
von gleichaltrigen, nicht dialysierten Trypsinlésungen verglichen. Die 
Ergebnisse sind in der Tabelle zusammengestellt. 


Bei einigen Metallionen wurde auch der zeitliche Verlauf der Aus- 
tauschdialyse bis zu 96 Stdn. verfolgt (Abbildung). 
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Die MeBergebnisse zeigen, da die Wirkungen der Metallionen 
nicht sehr spezifisch sind. Allerdings steht Chrom in der Reihe der ak- 
tiven Metalle einwandfrei an der Spitze, in Ubereinstimmung mit den 
Ergebnissen von Bressler und Rosenzweig. Es findet sogar eine 
deutliche Aktivierung statt, wahrscheinlich weil im kristallinen Trypsin 
das Chrom von der Darstellung her mindestens zum Teil durch Mag- 
nesium verdringt war. Aber auch Mangan, Magnesium, Aluminium und 
Eisen erhalten die Aktivitit zu einem groBen Prozentsatz. Dagegen 
konnten Bressler und Rosenzweig mit Mangan und Eisen keine 


5 J.H. Northrop u. M. Kunitz, J. gen. Physiol. 16, 267 [1932]; 19, 
991 [1935]. 

6 M. Laskowski, inS. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzymo- 
logy Bd. II, 8. 9, 27, Academic Press, New York 1955. 

* J. H. Northrop, J. gen. Physiol. 16, 41 [1932]. 
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Reaktivierung erzielen. Nur Zink, Cobalt und Kupfer sind ganz unwirk- 
sam. Trypsin gehért also zu den Enzym-Metall-Komplexen mit wenig 
spezifischen Metallionen. 


Aktivititen von 10-5m Trypsinlésungen gegen Hammarsten-Casein nach 72stdg. 
Austauschdialyse gegen 10-5m Metallsulfate in 0,15m Phosphatpuffer von pH 6, 
ausgedriickt in Prozenten der Aktivitaét von gleichaltrigen Trypsinlésungen. 


























Zimmertemperatur. 
; Versuch Nr. ' 
Metallion l 9 3 4 5 Mittelwert 
Puffer ohne 
Metall* . . 19 19 
Ce 14 14 
Cobalt. . . 18 18 
Kupfer . . 20 : 20 
Mangan . . 45 60 52 58 54 
Magnesium . 73 76 83 Wa 
Aluminium . 78 65 69 71 70 
Eisen(II) **. 80 79 84 81 
Chrom. . . 137 130 120 131 124 128 
* Die Dialyse gegen men Wasser verlief viel langsamer als gegen Phosphatpuffer. 


** Eisen setzt man am besten als Eisen(I[)-Salz zu, um die Bildung von Eisen(LII)-phosphat- 
Niederschligen zu vermeiden. 


Beschreibung der Versuche 
Herstellung des kristallisierten Trypsins®® 
2,5 kg Rinderpankreas zerkleinert, mit 0,25n H,SO, auf 31 gebracht; zwei- 
mal bei 4° mit 6 1 0,25n H,SO, extrahiert, flitriert 
|—» Riickstand verworfen 
Filtrate mit 242 g festem (NH,),SO,/1 versetzt, kalt filtriert 


| rT: 
|» Niederschlag verworfen 


Filtrat mit 205 g (NH,),SO,/l versetzt. Nach zwei Tagen filtriert 
|— > Filtrat verworfen 
Niederschlag 95 g. In 285 ml Wasser und 190 ml konz. (NH,),SO4-Lisung gelést; 
mit Cellulosepulver filtriert 
|— > Fester Riickstand verworfen 
Filtrat mit 100 g (NH,),SO, versetzt, filtriert 
|—» Filtrat verworfen 


Niederschlag 80g (feucht), Gemisch von rohem Trypsinogen und Chymotrypsinogen; 
in 120 ml Wasser und 40 ml gesitt. (NH,).SO,-Lésung gelist, mit 5n Na,CO, auf 
pH 5 gebracht, 3 Tage stehen gelassen, filtriert 

\- » Krist. Chymotrypsinogen 
Filtrat mit etwas 5n H,SO, auf pH 3 gebracht, mit 48 g (NH,),.SO, versetzt, 
filtriert 
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——» Filtrat verworfen 


30 g feuchter Niederschlag, in 90 ml Wasser und 60 ml gesitt. (NH,),SO,-Lésung 
geldst, iiber Kieselgur filtriert 


|— Riickstand verworfen 
Filtrat mit dem gleichen Volumen gesitt. (NH,),SO,-Liésung versetzt, filtriert 


| 


Niederschlag mit gesitt. MgSO,-Lésung in 0,027 H,SO, iiberschichtet, nach 5 Min. 
abgesaugt; 22 g feuchter Niederschlag; in 22 ml 0,4m Boratpuffer von pH 9 bei 0° 
gelést, mit demselben Puffer auf pH 8 gebracht. Zwei solcher Ansaitze mit Trypsin- 
kristallen geimpft, dasselbe Volumen gesitt. MgSO,-Lésung zugesetzt, 6 Wochen 
bei 0° aufbewahrt, filtriert 


| -- > Filtrat verworfen 


14g rohes Trypsin. In 10 ml 0,02n H,SO, gelést, bei 5° 10 ml gesatt. MgSO,- 
Lésung und 10 ml 0,4m Boratpuffer von pH 9 zugesetzt, mit NaHCO, auf pH 8 
gebracht. Nach mehreren Tagen bei 0° sind 4,5 g Trypsinkristalle ausgefallen. Die- 
selbe Reinigung nochmals wiederholen. 1,2 g in der Kalte im Vakuum getrocknetes 
kristallisiertes Trypsin. 


» Filtrat verworfen 





Zusammenfassung 


Die Austauschdialyse von kristallinem Trypsin gegen Metallsalze 
in Phosphatpuffer zeigte, daB Chromionen das Ferment am stiirksten 
aktivieren. Aber auch die Ionen des Eisens, Aluminiums, Magnesiums 
und Mangans erhalten die Ak:ivitit zu einem groBen Teil, wiihrend 
Kupfer, Cobalt und Zink unwirksam sind. 


Summary 


Exchange dialysis of crystalline trypsin against metal salts in 
phosphate buffer showed that the enzyme is most strongly activated by 
chromium ions. Ions of iron, aluminium, magnesium and manganese also 
sustain the activity to a large extent, while copper, cobalt and zinc are 
inactive. 


Prof. Dr. W.Langenbeck, Institut fiir Organische Katalyseforschung, Rostock, 
Buchbinderstr. 5/6. 
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Uber den Paraffingehalt und die Depilationswirkung 
des menschlichen Haarfettes 
Von 
Giinter Henseke und Horst Schiefer 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Bergakademie Freiberg in Sachsen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. November 1960) 


In einer friiheren Mitteilung! berichteten wir iiber eine aus dem 
Haarfett gewonnene Fraktion, die im Tiertest besonders stark depi- 
lierend wirkte. Auf Grund ihrer Eigenschaften und der Elementaranalyse 
wurde angenommen, daB diese Fraktion vorwiegend aus Paraffinen 
besteht. Wir haben nunmehr Untersuchungen iiber Menge und Struktur 
dieser Paraffine durchgefiihrt. 

Die bisher vorliegenden Angaben iiber die Paraffine im menschlichen 
Haar- bzw. Hautfett sind wenig iibereinstimmend. Nach Wormall und 
Mitarbeitern? betrug der Kohlenwasserstoffgehalt des Hautfettes durch- 
schnittlich 15%, wovon sich 5% als Squalen erwiesen. Der gesiittigte 
Anteil stellte wahrscheinlich Pentacosan oder eine Mischung nahe ver- 
wandter Paraffine? dar. Eine ihnliche Fraktion wurde auch von Festen- 
stein und Morton! isoliert, wihrend Nicolaides und Rothman’ im 
Haarfett von Mannern ~7%, bei Frauen ~1,5°% und bei Knaben 
~14% n-Paraffine fanden. In einer spiteren Arbeit konnten Wormall 
und Mitarbeiter® keine n-Paraffine nachweisen. Nach Wheatley’ 
schlieBlich sollen durchschnittlich 5° verzweigtkettige Paraffine im 
Hautfett enthalten sein. 


Ergebnisse 


Fiir unsere Versuche standen uns Schnitthaare aus Friseurgeschiiften 
und zur Kontrolle das mit Ather extrahierte Haarfett eines ausgesuchten 
Personenkreises zur Verfiigung. Von insgesamt 1320 g Rohfett aus 35 kg 
Schnitthaar entfielen auf sechs acetonschwerlésliche Fraktionen ins- 
‘1G. Henseke u. R. NeinaB, diese Z. 310, 125 [1958]. 

* R. M. B. MacKenna, V. R. Wheatley u. A. Wormall, J. Invest. Der- 
matol. 15, 33 [1950]. 

3’ R. M. B. MacKenna, V. R. Wheatley u. A. Wormall, Biochem. J. 52, 
161 [1952]. 

4 G.N. Festenstein u. R. A. Morton, Biochem. J. 52, 168 [1952]. 

5 N. Nicolaides u. 8S. Rothman, J. Invest. Dermatol. 21, 9 [1953]. 

° B. Boughton, I. 8. Hodgson-Jones, R. M. B. MacKenna, V.R. 
Wheatley u. A. Wormall, J. Invest. Dermatol. 24, 179 [1955]. 

7 V. R. Wheatley, J. Soc. Cosmetic Chemists 10, 206 [1959]. 
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gesamt 67,3 g (s. Tab. 7). Die Schmelzpunkte der einzelnen Fraktionen 
stiegen leicht an. Die Fraktionen I und II enthielten noch sauerstoff- 
haltige Verbindungen. Die restlose Entfernung aller Fettsiuren und 
Wachsester aus den Fraktionen I—VI gelang durch Adsorption an Silica- 
gel in Petrolither. Das Silicagel zeigte nach der Adsorption eine hell- 
blaue Fluoreszenz im UV-Licht. Die nicht adsorbierten Paraffine (47,0 g, 
s. Tab. 8) fluoreszierten nach Abdestillieren des Petrolithers im UV-Licht 
ebenfalls hellblau. Alle Paraffinfraktionen wurden je zweimal einer 
Harnstofftrennung unterworfen. Die aus den EinschluBverbindungen 
isolierten n-Paraffine (43,0 g) fluoreszierten im UV-Licht nicht mehr. 
Die Fluoreszenz fand sich jetzt im Filtrat der Harnstofftrennung wieder 
und ist wahrscheinlich auf teilweise veriindertes Squalen oder auf Spuren 
polycyclischer Kohlenwasserstoffe im Haarfett® zuriickzufiihren. 

Die beim Einengen der acetonischen Haarfettlésungen nicht aus- 
kristallisierten Paraffinanteile wurden aus dem Riickstand (1253 g) iso- 
liert. Bei der Behandlung einer aliquoten Menge von 60 g mit Silicagel 
in Petrolither wurden 4g eines farblosen Oles erhalten. Das Ol wies 
einen charakteristischen Geruch auf, erstarrte in der Kilte kristallin und 
fluoreszierte im UV-Licht blau. Es bildete mit Harnstoff eine Einschlub- 
verbindung, aus der 1,07 g eines weichen n-Paraffins gewonnen wurden, 
d. s. umgerechnet auf 1253 g Riickstand 22,3 g. Im Filtrat der Harnstoff- 
trennung fand sich ein Ol, das dem Squalen abnlich war und im UV-Licht 
hellblau fluoreszierte. Paraffinische Kohlenwasserstoffe konnten daraus 
nicht isoliert werden. 1320 g Haarfett aus 35 kg Schnitthaar enthielten 
somit insgesamt 69,3 g Paraffine (= 5,3%), von denen sich 65,3 g (5%) 
als n-Paraffine erwiesen. 

Alle n-Paraffinfraktionen wurden aus Essigester umkristallisiert und 
von 18 Kristallisaten einige auf Grund des gleichen Schmelzpunkt- 
intervalles zusammengefaBt. Uber die Eigenschaften dieser 9 Fraktionen 
berichtet Tab. 1. 


Tab. 1. Eigenschaften der n-Paraffine. 























Anteil Analvsenwerte loslich in 
Frakt. G on eer Schmp. , - _— 
esamtmenge Summe | Essigester 
0 C H 0 
/0 /0 g£ 
1 2,0 64—66° 85,43 14,90 100,33 0,30 
2 2,0 60—62° 84,96 14,49 99,45 0,55 
3 4,2 59—61° | 85,02 14,55 99,57 0,60 
4 15,1 56—59° 85,34 14,90 100,24 0,65 
5 10,1 54—55° 85,29 14,61 99,90 0,85 
6 21,7 52—54° | 85,42 14,84 100,26 1,10 
7 28,1 49—51° 84,98 15,00 99,98 >1,20 
8 7,8 44—47° — — — — 
9 8,5 40—44° — — — — 
Riickst. 0,5 — — — — —_ 








8 F. W. Hougen, Chem. and Ind. 1954, 192. 
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Abb. 1 zeigt das IR-Spektrum der Frakt. 2 und zum Vergleich das 
Spektrum von reinem n-Tetracosan. Die Spektren aller anderen Frak- 
tionen glichen dem der Frakt. 2. Aus dem Ansteigen der Schmelzpunkte 
und der abnehmenden Léslichkeit in Essigester kann man schlieBen, 
daB die isolierten n-Paraffine eine homologe Reihe bilden. Diese Reihe 
beginnt wahrscheinlich bei Eicosan (Schmp. 36,7°) und endet bei 
Triacontan (Schmp. 65,8—65,95°). Der Hauptanteil (75%) entfallt auf 
den Schmelzpunktsbereich von 49—59°. Das entspricht einer Ketten- 
linge von 24—27 C-Atomen. 

Die Filtrate der Harnstofftrennungen enthielten 1,3 g Paraffine, die 
trotz wiederholter Reinigung an Silicagel im UV-Licht blaugriin fluores- 
zierten. Aus Aceton/Essigester 5:1 wurden farblose Kristallisate vom 
Schmp. 36—44° und vom Schmp. 31—39° neben einem weichen Riick- 
stand erhalten. Der gréBte Teil dieser Paraffine bildete eine Thioharn- 
stoff-EinschluBverbindung. Die daraus isolierten Paraffine lassen im IR- 
Spektrum (Abb. 2) eine Anreicherung von CH,-Gruppen gegeniiber den 
CH,-Gruppen erkennen, wie aus dem Vergleich der Banden bei 1380 em-! 
und 1470 cm-! mit denen von n-Paraffinen hervorgeht (s. Abb. 1). 
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IR-Absorptionskurven 


Abb. 1. Frakt.2 und (punktierte Kurve) n-Tetracosan. 
Abb. 2. Paraffine aus den Filtraten der Harnstofftrennung. 
Abb. 3. Paraffine aus Frauenhaarfett. 


Der Paraffingehalt frisch gewonnenen Haarfettes 


Um Verunreinigungen durch Haarpflegemittel auszuschlieBen, 
wurde das Kopfhaar eines ausgesuchten Personenkreises mit Ather ex- 
trahiert. Aus 10 g Frauenhaarfett konnten insgesamt 150 mg n-Paraffine 
isoliert werden. Das Filtrat der Harnstofftrennungen enthielt ein gelbes 
Ol, das im UV-Licht hellblau fluoreszierte, Bromlésung entfirbte und 
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einen an Squalen erinnernden Geruch besaB. Mit Thioharnstoff wurde 
daraus nur eine geringe Menge festes Paraffin erhalten. Die mit Harnstoff 
abgetrennten Paraffine wurden aus wenig Essigester umkristallisiert 
und schmolzen bei 48—60°. Das IR-Spektrum deutet auf n-Paraffine 
hin (Abb. 3). Das Schmelzpunktsintervall und die schlechte Kristalli- 
sationsfiihigkeit lassen auch hier auf eine homologe Reihe schlieBen. 
Wihrend im Frauenhaarfett 1,5°% n-Paraffine erfaBt werden konnten, 
wurden aus Minnerhaarfett unter den gleichen Bedingungen nur 0,5°% 
n-Paraffine gewonnen (die Bildung der Harnstoffeinschlu8verbindung 
schien unvollstiindig gewesen zu sein). Das IR-Spektrum ist mit dem der 
n-Paraffine aus Frauenhaarfett identisch. In einer gemischten Haarfett- 
probe (Manner und Frauen) wurden 1,1% bzw. 0,2% Paraffine gefunden, 
die mit Harnstoff bzw. mit Thioharnstoff eine EinschluBverbindung 
bildeten. 

Von verschiedenen Seiten wird die Ansicht vertreten, daB die n-Pa- 
raffine im Haar- und Hautfett externe Verunreinigungen sind’ ® 1°, 
In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen, daB n-Paraffine auch 
in Talgdriisenprodukten von Miusen, Meerschweinchen, Ratten und Ka- 
ninchen™ oder im Dermatozystenfett, Ohrenschmalz und Vernix case- 
osa!? aufgefunden wurden. Der héhere Paraffingehalt im Schnitthaar 
wird zweifellos zum Teil externen Ursprungs sein. Haarpflegemittel 
kénnen aber nicht die einzige Quelle darstellen, weil ungewohnlich viel 
langkettige n-Paraffine aufgefurden wurden. Es bleibt vielmehr zu ent- 
scheiden, ob die n-Paraffine ein primares Talgdriisenprodukt sind oder 
sekundir aus Bestandteilen des Haarfettes gebildet werden. Da Haarfett 
aus gelagerten Haaren betrichtlich mehr n-Paraffine enthielt als frisch 
durch Schopfextraktion gewonnenes, mu8 die letztere Méglichkeit in 
Erwiigung gezogen werden. Ahnlich liegen die Verhaltnisse bei den freien 
Fettsiiuren des Haut- und Haarfettes, die nicht als solche von den Talg- 
driisen abgesondert werden!*. Bei den Paraffinen blieben die Herkunft 
und der Bildungsmechanismus bisher ungeklart. Nur die in den Wachs- 
estern enthaltenen Alkohole weisen eine genitigend lange Kette bis zu 
27 C-Atomen" auf. 


® PD. A. Sutton, J. Amer. Oil Chemists’ Soc. 32, 16 [1955]; N. Nicolaides, 
O. K. Reiss u. R. G. Langdon, J. Amer. chem. Soc. 77, 1535 [1955]. 

10 Nach N. Nicolaides u. R. C. Foster jr. (J. Amer. Oil Chemists’ Soc. 33, 
404 [1956]) soll der Paraffingehalt bei einer unveréffentlichten Analyse mit extrem 
strenger Kontrolle gegen Verunreinigungen auf 0,1°, abgenommen haben. Haarfett 
aus Schnitthaar von Gefangnisinsassen enthielt 3,7°/, Paraffine, die jedoch nicht 
endogenen Ursprungs sein sollen, obwoh] den Gefangnisinsassen ein Tag vor dem 
Haareschneiden der Kopf mit Seife gewaschen worden war. Es ist unserer Meinung 
nach unwahrscheinlich, da8 sich innerhalb von 24 Stdn. 3,7°% Paraffine als externe 
Verunreinigung angesammelt haben. : 

11 V.R. Wheatley u. A. T. James, Biochem. J. 65, 36 [1957]. 

2 V.R. Wheatley, Biochem. J. 58, 167 [1954]. 

13 N. Nicolaides u. G. C. Wells, J. Invest. Dermatol. 29, 423 [1957]. 

M4 R.A. Brown, W.S. Young u. N. Nicolaides, Analytic. Chem. 26, 
1653 [1954]. 
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Depilationsversuche mit verschiedenen natiirlichen und 
synthetischen Substanzen 


Um weitere experimentelle Beweise fiir die Zusammenhiinge zwischen 
Depilationswirkung und Abdeckungseffekt! zu erhalten, testeten wir 
neben haarpflegemittelfreiem Haarfett auch einige Verbindungen, deren 
Filme auf Wasserdampfdurchlissigkeit bereits untersucht worden 
waren !>, Nach unseren Vorstellungen sollte Biirzeldriisenfett von Ginsen, 
das die Wasserverdunstung der Haut in keiner Weise hemmt}*, ohne 
depilierende Wirkung sein. Auderdem priiften wir die Frage, ob die De- 
pilationswirkung des menschlichen Haarfettes durch Zusatz bestimmter 
Substanzen aufzuheben sei. Die Ergebnisse dieser Depilationsversuche 
sind in Tab. 2—5 zusammengefaBt. 

Danach hatte eine einmalige Applikation einer gréBeren Menge Haar- 
fett keinen Einflu8 auf das Haarwachstum. Das Fett verteilte sich durch 
die Kérperwairme auf eine breite Hautfliche. Bei wiederholter Appli- 
kation kleinerer Mengen an ein und derselben Stelle trat nach durch- 
schnittlich einer Woche Haarausfall ein. Vom 3. bis 5. Tage an war die 
Bildung von Krusten zu beobachten, die zwei bis drei Tage spiiter zu- 
sammen mit den Haaren abgestoBen wurden. Minnerhaarfett II depi- 
lierte langsamer und unvollstindig. Es stammte von einer einzelnen 
Person mit ausgesprechen iippigem Haarwuchs und unterschied sich auch 
von den anderen Proben durch dunklere Farbe und weichere Konsistenz. 

Die haarpflegemittelfreien Haarfettproben waren also genauso 
wirksam wie Haarfett aus Haarabfillen der Friseurgeschifte, so daB ein 
KinfluB evtl. vorhandener Haarpflegemittel auf die Depilationswirkung 

des Haarfettes ausgeschlossen werden kann. Biirzeldriisenfett von 
Ginsen und Wollwachs blieben trotz einmonatiger Applikation voll- 
kommen wirkungslos. Dessen ungeachtet enthielt Wollwachs 9% einer 
iiber HarnstoffeinschluBverbindungen abtrennbaren Fraktion vom 
Schmp. 52—56®, die bereits nach einmaliger Applikation in 1—2 Tagen 
depilierte. 

Tab. 2. Depilationsversuche mit verschiedenen Hautfetten. 




















Zahl der : a Zeit 

sad Applikationen erzielte Wirkung n. Tagen 
Mannerhaarfett I* . 1 keine 10 
Mannerhaarfett I* . | vollstand. Haarausfall 6—8 
Mannerhaarfett IT*. 8 unvollstand. Haarausfall 8—ll]1 
Frauenhaarfett* . 7 vollstand. Haarausfall 5—7 
Haarfett aus Schnitthaar 6 vollstind. Haarausfall 5—6 
Haarfett aus Schnitthaar 

ohne n-Paraffine. . . . 6 vollstand. Haarausfall 5—7 

Biirzeldriisenfett. . . . . 30 keine 40 
MVOllWACHS’” . 4.5 5 « 30 keine 40 


* Haarpflegemittelfrei. 
** Wollwachs ist kein Fett im eigentlichen Sinne, weil es keine Glyceride enthiilt. 


1S G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. 8. Heller, diese Z. 801, 26 [1955]. 
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Tab. 3. Depilationsversuche mit n-Paraffinen und anderen Verbindungen. 











Zahl der Zeit 
Verbindung Schmp. | Appli- erzielte Wirkung n. 
kationen Tagen 
n-Paraffin aus Haarfett |. 60—62° 1 vollstand. Haarausfall 1 
n-Paraffin aus Haarfett | 56—59° 1 vollstand. Haarausfall 1 
n-Paraffin aus Haarfett | 54—55° 1 vollstand. Haarausfall 1 
n-Paraffin aus Haarfett | 52—54° 1 vollstand. Haarausfall 1 
n-Paraffin aus Haarfett | 49—51° 2 vollstand. Haarausfall 2—3 
n-Hexatriacontan. . . 76° 1 vollstand. Haarausfall 1 
n-Heptacosan. . .. . 59° 1 vollstand. Haarausfall 1 
n-Tetracosan. .... 51° 1 vollstand. Haarausfall 1 
n-Heneicosan. . ... 40° 5 unvollstand. Haarausfall | 4—5 
n-Octadecan ..... 28° 10 keine 12 
Octadecyljodid . . . . | 32—33° 25 keine 30 
Octadecanol .... . 59° 2 vollstand. Haarausfall 1—2 
Stearinsture ..... 69° 2 vollstand. Haarausfall 1—2 
Octadecylpropionat . . | 30—31° 30 unvollstaind. Haarausfall }25—27 
Octadecylbutyrat . . . 21° 30 keine 40 
SGMMIGM: een. “ose & — 15 keine 20 
Acetonschwerlosliches 
des Haarfettes aus 
Schnitthaar .... — 1 vollstind. Haarausfall 1—2 

















Im Vergleich zu Haarfett depilierten die aus ihm isolierten n-Pa- 
raffine, soweit deren Schmp. iiber 50° liegt, bereits nach einem Tag 
(Tab. 3). Reines n-Hexatriacontan und n-Heptacosan hatten die gleiche 
Wirkung. Die Depilationswirkung der n-Paraffine nahm auffillig mit 
sinkendem Schmp. ab. Die n-Paraffine aus Haarfett mit dem Schmp. 
49—51° depilierten nach 2—3 Tagen vollstiindig, reines n-Heneicosan 
(Schmp. 40°) dagegen erst nach 4—5 Tagen unvollstiindig. Octadecan, 
das bei Hauttemperatur fliissig ist, bewirkte nach 10 Applikationen 
keinen Haarausfall. Paraffinihnliche Verbindungen (Octadecyljodid und 
Octadecylbutyrat) hatten keine Depilationswirkung; ihr Schmp. liegt 
unter der Hauttemperatur. Octadecylpropionat bewirkte erst nach 
25 Tagen ein leichtes Diinnerwerden des Felles. Octadecanol und Stearin- 
siiure depilierten dagegen wieder sehr rasch. 

Wurde Octadecanol mit Octadecylbutyrat oder mit Biirzeldriisen- 
fett gemischt, so erhielt man tieferschmelzende Mischungen, deren Depi- 
lationswirkung weit unter der des reinen Octadecanols lag. Eine Mischung 
aus i Tl. Octadecanol und 2 Tin. Biirzeldriisenfett depilierte nach 10 
Applikationen in 9—12 Tagen nur unvollstindig, eine Mischung aus | TI. 
Octadecanol und 1 Tl. Octadecylbutyrat nach 17 Applikationen gar nicht. 
Bei steigendem Anteil (10°, 20% usw.) der nichtenthaarenden Kompo- 
nente in einer Mischung, z. B. aus Octadecylbutyrat bzw. Biirzeldriisen- 
fett und n-Paraffin (Schmp. 54—55°) wurde eine stetige Abnahme der 
Depilationswirkung gefunden. 

Wir versuchten auBerdem, die Depilationswirkung des Haarfettes 
selbst durch Zumischen von Octadecylbutyrat und Biirzeldriisenfett 
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abzuschwichen oder aufzuheben (Tab. 4). Eine vollstaindige Verhinderung 
des Haarausfalles konnte nur in zwei Fallen beobachtet werden. Im Ver- 
gleich zureinem Haarfett war die Depilationswirkung der Mischungen je- 
doch wesentlich geringer. Einzelne Haare oder Haarbiischel blieben stehen ; 
Krustenbildung trat nicht ein. Die Haare begannen in wenigen Tagen nach- 
zuwachsen, und die behandelten Stellen waren nach einer Woche nicht 
mehr vom iibrigen Fell zu unterscheiden. Dagegen blieben die Mause nach 
der Applikation von reinem Haarfett etwa 10 Tage vollstandig kahl. 


Tab. 4. Depilationswirkung von Mischungen aus Haarfett und Biirzeldriisenfett 
bzw. Octadecylbutyrat. 




















verw. prea eee Zahl der y - Zeit 
Haarfett Verhialtnis Applikationen erzielte Wirkung n. Tagen 
Haarfett/ 
Biirzeldriisenfett 
M.I 2:1 10 unvollstand. Haarausfall 10—12 
F. 231 12 unvollstand. Haarausfall 9—12 
M.I 1:2 15 unvollstind. Haarausfall 14—16 
M. IT 1:2 30 keine 40 
F. 1:2 30 keine 40 
Haarfett 
Octadecylbutyrat 
F. Zea * 9 unvollstand. Haarausfall 7—9 
M.I 1:2 13 unvollstind. Haarausfall 10—13 
F. 1:2 15 unvollstind. Haarausfall 12—15 





Die abgeschwichte Depilationswirkung wurde besonders deutlich,wenn 
man die Mischungen nur so oft auftrug, wie es bei der reinen Haarfettprobe 
zur vollstiindigen Depilation erforderlich war (Tab.5). Uberwog schlieBlich 
die nichtenthaarende Komponente, so trat kein Haarausfallein. Wollwachs 
wirkte als Mischungskomponente wie Biirzeldriisenfett. Bei langerer 
Versuchsdauer wurde die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse schlechter. 
Das hingt offenbar mit dem Haar- und Hautzyklus der Maus zusammen. 


Tab. 5. Riickgang der Depilationskraft des Haarfettes durch Mischen mit nicht- 
enthaarenden Substanzen. 

















Zahl der ~ ne en Zeit 
Substanz Applikationen erzielte Wirkung n. Tagen 

MannerhaarfettI. . . . “| . vollstaiind. Haarausfall 6—8 
Mischung aus 2/, MHF. I schwacher Haarausfall 
und 2/, Octadecylbutyrat 7 (diinnes Fell) 9—18 
Mischung aus 2/, MHF. I schwacher Haarausfall 
und 3/, Biirzeldriisenfett 7 (diinnes Fell) 9—18 
Mischung aus 1/, MHF. I 
und 2/, Biirzeldriisenfett “| keine 20 
Mischung aus 1/, MHF. I 
und 2/, Wollwachs .. . 7 keine 20 
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Diskussion 


Die experimentellen Ergebnisse unserer Untersuchungen erfordern 
eine Korrektur friiherer Befunde! insofern, als die n-Paraffine nicht 
allein fiir die Depilationswirkung des Haarfettes verantwortlich gemacht 
werden kénnen. Das beweist u.a. die unveriinderte Wirksamkeit des 
Haarfettes nach Abtrennung des Paraffinanteiles (s. Tab. 2). Auch ver- 
esterte und freie ungesittigte Fettsiuren, die zu rund 30% im Haut- 
oberflichenfett enthalten sind1®, erzeugen beim Versuchstier Haar- 
ausfall!?: 18, Die Depilationswirkung von Squalen, das zu 10,9% 
(Miinner) bzw. 7,6% (Frauen) im Haarfett vorkommt?!®, bleibt um- 
stritten. Squalen depilierte von den Versuchstieren nur Kaninchen und 
Meerschweinchen?®; 2°, aber keine Miuse!8®) 21. Auf das menschliche 
Haarwachstum hatte Squalen ebenfalls keinen EinfluB® 2°. Mit frischem 
Squalen konnte bei Miiusen kein Haarausfall erzielt werden, wohl aber 
mit Squalen, das 4 Wochen bei 37° der Luft ausgesetzt worden war”. 
Wir selbst konnten allerdings mit Squalen, das ebenfalls oxydativ ver- 
andert war, bei Miusen keinen Haarausfall erzielen. 


Die makroskopisch sichtbaren Hautverinderungen, die von uns bei 
der Einwirkung von Haarfett beobachtet wurden, stimmen mit denen 
iiberein, die bei experimenteller Olakne an Miiusen auftreten®*. Wegen 
der Ahnlichkeit des Problems und der Ubereinstimmung in bezug auf 
die Depilationsdauer vermuten wir, da die mikroskopischen Befunde 
von Klippel und Kénig® auch fiir die Depilation durch Haarfett zu- 
treffen. Als wesentliches Moment bei der Olakne wird die Anhiufung 
fremder Ole in den tiefliegenden Depots der Haut und die Verdriingung 
der hauteigenen Lipoide angesehen*. Menschliches Haarfett ist zwar wie 
Miusesebum ein Talgdriisenprodukt, besitzt aber eine andere Zusammen- 
setzung!. Es ist deshalb méglich, daB gewisse Bestandteile des mensch- 
lichen Haarfettes auf die Miaiusehaut wie ein Fremdlipoid wirken. Be- 
kanntlich dringen Olsiure, Linolsiiure und ungesiittigte Ole sehr leicht 
in die Haut von Versuchstieren ein®> und verursachen neben Akanthose 
die gleichen Verinderungen (Schuppung, Epidermisverbreiterung), die 
auch bei der Depilation durch Haarfett und bei der Olakne beobachtet 
werden. 





16 A. T. James u. V. R. Wheatley, Biochem. J. 68, 269 [1956]. 

17 PP. Flesch, A.M.A. Arch. Dermatol. Syphilol. 67, 1 [1953]; I. Schenz, 
Dissertat. Greifswaid [1955]. 

18 B. Boughton, R. M. B. MacKenna, V.R.Wheatley u. A.Wormall, 
Biochem. J. 66, 32 [1957]. 

19 P. Flesch, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 76, 801 [1951]; P. Flesch u. 
8. B. Goldstone, J. Invest. Dermatol. 18, 267 [1952]. 

20 G. Polemann, Dermatologica 108, 98 [1954]. 

21 A, A. Kandutsch u. C. A. Baumann, Cancer Res. 15, 128 [1955]. 

*2 H. Sobel u. J. Marmorston, Cancer Res. 16, 500 [1956]. 

°3- R. Klippel u. J. Konig, Arzneimittel-Forsch. 7, 411 [1957]. 

“4-H. Buckup u. A. Szakall, Berufsdermatosen 4, 1 [1956]. 

*5 KE. O. Butcher, J. Invest. Dermatol. 16, 85 [1951]. 


or 
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Die Verhinderung einer Krustenbildung auf der Haut und die 
Einschrinkung des Haarausfalles durch Mischen des Haarfettes mit 
Biirzeldriisenfett, Wollwachs oder Octadecylbutyrat weisen darauf hin, 
da auBer den keratogenen Effekten durch ungesiittigte Verbindungen 
zweifellos noch andere Vorgiinge bei der Depilation stattfinden. Biirzel- 
driisenfett z.B. wirkt trotz ungesittigter Bestandteile** nicht depi- 
lierend. Es sind vor allem die gesittigten langkettigen Bestandteile des 
Haarfettes (n-Paraffine, Fettsiiuren?? und Wachsalkohole®: 1 28), die in 
reiner Form sehr rasch depilieren. Die Depilationswirkung dieser Ver- 
bindungen ist von ihrem Grenzflichenverhalten auf der Haut des Ver- 
suchstieres abhiingig. Verbindungen, deren Schmp. mindestens 10—20° 
iiber der Hauttemperatur liegt, dringen infolge ihrer groBen Oberflichen- 
tension nicht in die Haut ein. Sie bilden feste Mehrschichtenfilme, die die 
Austrittséffnungen der Haare und der Talg- und Schweibdriisen ver- 
stopfen. Die auffilligen Parallelen zwischen Depilationswirkung und 
Wasserdampfdurchlissigkeit eines Substanzfilmes (Tab. 6) machen es 
wahrscheinlich, daB die Behinderung der Transpiration durch wasser- 
dampfundurchlissige Filme zum Ausfallen der Haare beitrigt. 


Tab. 6. Wasserdampfdurchlassigkeit und Depilationswirkung einiger Verbindungen. 














. o% Wasserdampf- Depilationswirkun 

Substenz durchlassigkeit”® nach Tagen ‘ 
Palmitinsjure. ....... 46 (auf 0,01n HCl) 3 
Stearanehire 2. 6 kw we ew 19 (auf 0,01n HCl) 1 
Mexadeeanol......45.. 33 (auf 0,01n HCl) 4 
Octadecanol ........ 19 (auf 0,01n HCl) 1 
Octadecylbutyrat . .. 1.4. 98 (auf 0,01n HCl) keine 
Biirzeldriisenfett von Gansen . 98 (auf lebender Haut) keine 


Fiir die Depilationswirkung einer Mischung ist das Verhiltnis von 
unverzweigten (abdeckenden) und verzweigten (nicht abdeckenden) 
Bestandteilen ausschlaggebend. Das Biirzeldriisenfett der Gans besteht 
hauptsiichlich aus verzweigten Verbindungen?®. Durch Mischen von n- 
Paraffinen mit Biirzeldriisenfett oder Octadecylbutyrat wird die Aus- 
bildung fester, wasserdampfundurchlassiger Paraffinfilme beeintrichtigt. 
Demzufolge wird die Hautatmung weniger behindert, und der Depi- 
lationseffekt tritt erst spiter oder gar nicht ein. 

Zine einmalige Applikation von Haarfett hatte keinerlei Wirkung. 
Da aber mehrmalige Applikation nach einer Woche zum Haarausfall 
fiihrte, diirfte das Haarfett auf der Haut des Versuchstieres eine Ver- 
iinderung im Sinne eines Entmischungsvorganges erfahren haben. Die 
fliissigen, ungesiittigten Bestandteile dringen in die Haut ein, wiihrend 





26 G. Weitzel, A.-M. Fretzdorff u. J. Wojahn, diese Z. 291, 46 [1952]. 
27 A.W. Weitkamp, A.-M. Smiljanic u. 8. Rothman, J. Amer. chem. 

Soc. 69, 1936 [1947]. 

28 F. W. Hougen, Biochem. J. 59, 302 [1955]. 
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die gesittigten langkettigen Verbindungen lange Zeit als ziihe Deck- 
schicht auf der Hautoberfliche liegenbleiben?®. Hautreizungen oder 
histologische Veranderungen, die den Haarausfall begiinstigen kénnten, 
sind dabei nicht zu erwarten. Stearinsiure und Cetylpalmitat z. B. 
waren ohne Wirkung auf die Haut?* °°, Unserer Meinung nach fiihren 
die abdeckende Wirkung der gesiattigten langkettigen Bestandteile des 
Haarfettes einerseits und die keratogenen Effekte der ungesittigten Be- 
standteile andererseits beim Versuchstier zum Haarausfall. 

Da sich Unterschiede im Anteil der filmbildenden Verbindungen in 
der Depilationswirkung am Versuchstier bemerkbar machen, wiire im 
Hinblick auf die minnliche Kahlképfigkeit eine genaue Kenntnis der 
anteilmaBigen Zusammensetzung (gesittigte, langkettige, verzweigte und 
ungesittigte Verbindungen) des Haarfettes einzelner Personen bedeu- 
tungsvoll. In diesem Zusammenhang sei auf den in Aceton schwerlis- 
lichen Anteil des Haarfettes hingewiesen, der bereits nach 1—2 Tagen 
depilierte. Im Hautfett betrug dieser Anteil bei Mannern 11,8%, bei 
Frauen nur 5,3%*!. Wenn dazu bei Minnern die Mittelwerte fiir die 
Talgproduktion um rund 28% hoher als bei Frauen liegen*!, wird sich 
diese Mehrproduktion auch auf den Abdeckungseffekt auswirken. Die 
Untersuchungen von Hopf und Winkler* weisen ebenfalls darauf hin, 
daB das Filmverhalten einzelner Bestandteile des Haarfettes bei der 
minnlichen Kahlképfigkeit eine Rolle spielt. 


Beschreibung der Versuche 


Gewinnung von Haarfett 


35 kg Schnitthaar aus Friseurgeschaften wurden in Anteilen zu 2,5 kg fiinfmal 
mit je 15 1 dest. Aceton iibergossen. Die Haare blieben jeweils drei Tage bei Raum- 
temp. im Lésungsmittel. Die Lésungen wurden iiber Glaswatte und anschlieBend 
durch ein Faltenfilter filtriert. Nach dem Einengen und Kiihlen schieden sich 
voluminése Niederschlage ab, die aus Aceton umkristallisiert wurden (Schmp. und 
Analysen in Tab. 7). 











Tab. 7. Schmelzpunkte und Analysen der acetonschwerléslichen Fraktionen des 
Haarfettes. 
Frakt. g Schmp. C H Summe °% 
| 
LE 30,5 46—49° 84,69 14,74 99,43 
II 13,0 49—53° 83,27 14,52 97,79 
Til 10,5 50—56° 85,83 14,29 100,12 
IV 6,3 54—60° 85,31 14,80 100,11 
V 2,5 57—59° 85,29 14,64 99,93 
VI 4,5 61—64° —— — 














29 K. Thomas, G. Weitzel, H. Schén u. F. Gey, Beih. Arch. Tierernahr., 
5, 103 [1954]. 

30 F. Gross u. F. Schaaf, diese Z. 295, 119 [1953]. 

31H. Lincke, Arch. Dermatologie Syphilis 188, 453 [1949]. 

32 G. Hopf u. A. Winkler, Fette u. Seifen 61, 974 [1959]. 
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Die Filtrate, Waschlésungen und Mutterlaugen wurden vereinigt und vom 
Aceton befreit. Dabei blieben eine gelbe, waiBrige Schicht, die verworfen wurde, 
und ein dunkelrotes, dickfliissiges Ol zuriick (1253 g). Ein aliquoter Teil davon 
wurde auf restliche Paraffine untersucht. Zur Entfernung letzter Fettreste wurden 
die Haare portionsweise mit 301 dest. Ather extrahiert. Nach dem Reinigen iiber 
Glaswatte und Filtrieren wurde die atherische Haarfettlésung bis zur vollstindigen 
Entfernung des Athers destilliert. Der hellbraune Riickstand wurde aus Aceton 
umkristallisiert; der weiBe Niederschlag ergab Fraktion VI (s. Tab. 7). 


Haarpflegemittelfreies Haarfett wurde durch Extraktion des Schopfes mit 
Ather nach Nicolaides und Foster!® gewonnen. Eine Extraktion lieferte fol- 
gende Mengen: von 45 Mannern 22,0 g (= Mannerhaarfett I) und von 40 Frauen 
19g. Die mehrmalige Extraktion des Schopfes einer mainnlichen Person ergab 
4,5 g (= Mannerhaarfett IT). 


Abtrennung der Paraffine 


Vorversuche (IR-Spektren) bewiesen, daf bereits durch Schiitteln einer 
Petrolaitherlésung mit Silicagel alle polaren Verbindungen aus der Lésung entfernt 
werden. Die aus Aceton auskristallisierten Verbindungen wurden in Petrolather 
geldst (1 g in 40 ml) und die gelblichen Lésungen vom Unldslichen abfiltriert. Dann 
wurde kurze Zeit mit Silicagel durchgeschiittelt (10 g Silicagel auf 1 g Substanz), 
filtriert und mit Petrolaither gewaschen, der Petrolaither durch Destillation ent- 
fernt und der Riickstand gewogen. Mit den Haarfettproben wurde ebenso ver- 
fahren. Die IR-Spektren der so isolierten Paraffine lieBen keine polaren Verbin- 
dungen mehr erkennen. Die Abtrennung der n-Paraffine erfolgte iiber Harnstoff- 
einschluBverbindungen, nach Hessler und Meinhardt**. Auf diese Weise wurden 
aus den acetonschwerléslichen Fraktionen die in Tab. 8 angegebenen Mengen an 
n-Paraffinen gewonnen. 


Tab. 8. Der n-Paraffingehalt der acetonschwerléslichen Fraktionen. 














Ausgangs- davon in nr °/,n-Paraffine 
Frakt. stoff Petrolather P. : >, 2 (Paraffine 
araffine n-Paraffine : iF 

g léslich = 100%) 
I 30,5 29,5 19,1 17,2 90 
II 13,0 12,4 10,5 10,2 97 
Til 10,5 9,9 9,1 8,5 93 
IV 6,3 5,6 4,3 3,9 91 
Vv 2,5 2,3 1,8 1,6 89 
VI 4,5 3,5 2,2 1,6 73 

















Der Anteil der n-Paraffine an der Gesamtmenge der Paraffine lag zwischen 
90 und 100%. Auffallend niedrig war der Wert fiir die Frakt. VI. Sie enthielt auch 
gegeniiber den anderen Fraktionen prozentual den gré8ten Anteil einer in Petrol- 
ather unléslichen Substanz. Diese Substanz (von Frakt. I—VI 3,5 g) wurde als 
braunliche Masse isoliert, die sich auch in Aceton und Wasser nicht léste. In sie- 
dendem Essigester erfolgte jedoch bis auf geringe Reste Lésung. Beim Abkiihlen 
schied sich aus der griin fluoreszierenden Lésung wieder eine nicht kristallisierte 
braunliche Substanz ab, die Schwefel, aber keinen Stickstoff enthielt und im UV- 
Licht gelb fluoreszierte. Sie wurde nicht naher untersucht. 

Gewinnung von Biirzeldriisenfett: Die Aufarbeitung von 1 kg Biirzel- 
driisen von Gansen nach Weitzel und Lennert* lieferte 280 g Biirzeldriisenfett. 

33 W. Hessler u. G. Meinhardt, Fette u. Seifen 55, 441 [1953]. 

34 G. Weitzel u. K. Lennert, diese Z. 288, 251 [1951]. 
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Gewinnung von Wollwachs: Durch zweimalige Extraktion von 180 g 
frisch geschorener Wolle mit Ather wurden 7,3 g Wollwachs erhalten. 

Die IR-Spektren wurden mit dem UR 10 (Carl Zeiss, Jena) aufgenommen: 
Messung in 5proz. (Abb. 1 und 2) und 2proz. CCl,-Lésung (Abb. 3) mit 0,1 mm 
Schichtdicke. Die Absorptionskurve des Lésungsmittels wurde kompensiert. 


Depilationsversuche 


WeiBe Mause haben sich fiir diese Zwecke als am geeignetsten erwiesen!. Auf- 
tretende Veranderungen in der Behaarung sind deutlich zu erkennen. Kiirzere 
Zeitraume von der ersten Applikation bis zur Depilation waren verhaltnismaBig 
gut reproduzierbar. Die Testsubstanzen wurden jeweils mehreren Mausen auf die 
Nackenpartie aufgetragen. Substanzen mit fettaihnlicher Konsistenz wurden auf 
Hauttemperatur erwirmt und mit einem am Ende breitgedriickten Glasstab auf 
die Haut gebracht. Feste Substanzen muBten in geschmolzenem Zustand auf- 
getragen werden. Verfalschungen der Ergebnisse durch thermische Effekte konnten 
ausgeschlossen werden!. Bei geschmolzenen Substanzen waren die enthaarten 
Hautflachen nicht so groB wie bei fettartigen, die sich durch die K6rperwarme noch 
iiber die Applikationsstelle hinaus ausbreiteten. Die Testsubstanzen wurden einmal 
tiiglich in Mengen von ungefahr 20—30 mg aufgetragen. Die Applikationen wurden 
so lange fortgesetzt, bis die ersten Depilationsanzeichen auftraten. Setzte nach 
30 Applikationen kein Haarausfall ein, wurden sie eingestellt und die Tiere noch 
10 Tage beobachtet. 


Zusammenfassung 


Aus dem Haarfett von Schnitthaar wurden 5,3°% Paraffine isoliert. 
Mittels HarnstoffeinschluBverbindungen und IR-Spektren konnten 5% 
n-Paraffine nachgewiesen werden. Der Rest schien aus verzweigten 
Paraffinen zu bestehen. Die n-Paraffine bilden eine homologe Reihe, die 
wahrscheinlich bei Eicosan beginnt und bei Triacontan endet. Der Haupt- 
anteil (75%) schmolz bei 49—59°, das entspricht einer Kettenlinge von 
24—-27 C-Atomen. n-Paraffine sind keine externen Verunreinigungen; 
Haarfett, das frei von Verunreinigungen war, enthielt ebenfalls n-Pa- 
raffine. Der gréBere Paraffingehalt des Haarfettes von gelagertem Schnitt- 
haar im Vergleich zu dem von frisch gewonnenem Haarfett deutet an, 
daB die n-Paraffine durch eine Sekundirreaktion aus Bestandteilen des 
Haarfettes entstanden sind. 

Im Gegensatz zum menschlichen Haarfett hatten das Biirzel- 
driisenfett der Gans und Wollwachs keine Depilationswirkung bei der 
Maus. Gesittigte langkettige Verbindungen, deren Schmp. unter der 
Hauttemperatur liegt, hatten ebenfalls keine Depilationswirkung. 
Mischungen von enthaarenden mit nichtenthaarenden Substanzen 
zeigten eine abgeschwiichte Depilationswirkung. Die Parallelitat zwischen 
Depilationswirkung und Wasserdampfdurchlissigkeit der untersuchten 
Substanzen deutet an, daB die Behinderung der Hauttranspiration durch 
applizierte Substanzfilme zum Haarausfall beitriigt. 


Summary 
5.3% of paraffins were isolated from the fat of cut hair. 5% of n-pa- 
raffins were found by formation of the urea adducts and by infra red 
spectroscopy. The remainder presumably consisted of branched chain 








Paraffingehalt u. Depilationswirkung d. Haarfettes Bd. 324 (1961) 
paraffins. The n-paraffins formed a homologous series ranging probably 
from eicosane to triacontane. The main fraction (75%, m. p. 49—59°) 
has a carbon chain length of 24—27. n-Paraffins are not foreign contami- 
nants; uncontaminated hair fat also contained n-paraffins. Hair fat from 
stored cut hair has a higher content of paraffins than fresh hair, thus 
indicating that the n-paraffins are derived by a secondary reaction from 
other hair fat constituents. 

Unlike human hair fat, the preen gland fat of goose and wool wax 
had no depilatory effect on mouse. Saturated long chain compounds 
with melting points lower than skin temperature had no depilatory 
action. The activity of depilating substances was reduced by mixing 
with non-depilating substances. A parallelism between depilatory effect 
and permeability to water vapour of the examined substances, suggests 
that the retardation of skin respiration by applied films of material 
contributes to hair loss. 


Prof. Dr. G. Henseke, Institut fiir Organische Chemie an der Bergakademie, 
Freiberg in Sachsen, Leipziger StraBe, Clemens-Winkler- Bau. 
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Uber den Sexuallockstoff des Seidenspinners, I 


Der biologische Test und die Isolierung des reinen Sexual- 
lockstoffes Bombykol 
Von 
Adolf Butenandt, Riidiger Beckmann und Erich Hecker 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 17. November 1960) 


Dem Auswartigen Wissenschaftlichen Mitglied des Instituts, 
Herrn Professor Walter Schoeller zum 80. Geburtstag in dankbarer Verehrung 


Bei vielen Insekten, wird das Zusammenfinden der Geschlechts- 
partner durch artspezifische Lockdiifte erméglicht!—*. Biologische Unter- 
suchungen iiber Sexuallockstoffe sind vor allem an Nachtschmetter- 
lingen unternommen worden, und Versuche mit markierten Tieren 
haben gezeigt, daB die Minnchen unbefruchtete Weibchen bei manchen 
Species iiber groBe Entfernungen hin aufzufinden vermégen. Dieses 
Phainomen wird im Schrifttum bis in die neuere Zeit hinein® mit physi- 
kalischen Fernwirkungen wie X-Strahlen, Infrarot-Strahlen oder ande- 
ren elektromagnetischen Schwingungen erklirt. Durch Extraktions- und 
Kondensationsversuche ist jedoch iiberzeugend gezeigt worden, da ein 
stoffliches Prinzip vorliegen muB, das von den weiblichen Schmetter- 
lingen aus Duftorganen der letzten Hinterleibsegmente sezerniert und 
von den Minnchen mit ihren Antennen wahrgenommen wird!-*. Da 
die chemische Natur der Sexuallockstoffe unbekannt war, schien es 
reizvoll, die Isolierung und chemische Charakterisierung dieser hoch- 
aktiven Wirkstoffe an einem geeigneten Objekt zu versuchen. Wir wahl- 
ten auf Anregung von Walter Schoeller und seinen Mitarbeitern** fiir 
unsere Untersuchungen den leicht zu haltenden und in gréferen Mengen 
zuginglichen Seidenspinner Bombyx mori L. 


Der Verhaltenstest am Seidenspinner-Minnchen 


Als Test auf die Anwesenheit des Sexuallockstoffes dient seine 
erregende Wirkung auf Seidenspinner-Miinnchen!: *: 4. Einzeln gehaltene 
Miannchen bleiben oft stundenlang unbeweglich sitzen. Sie werden aber 
durch ein in ihre Nihe gebrachtes Weibchen, durch deren Duftdriisen 
(Sacculi laterales) oder Extrakte daraus fast augenblicklich in einen 
charakteristischen Erregungszustand versetzt, der sich in heftigem 








A. Butenandt u. N. D. Tam, diese Z. 308, 277 [1957]. 

A. Butenandt, Naturwiss. Rdsch. 8, 457 [1955]. 

A. Butenandt, Nova Acta Leopoldina, N. F. 17, 445 [1955]. 
E. Hecker, Umschau Wiss. Techn. 59, 465, 499 [1959]. 

E. J. P. Duane u. J. F. Tyler, Interchem. Rev. 9, 25 [1950]. 
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Schwirren mit den Fliigeln, in Suchbewegungen und Kopulationsver- 
suchen duBert. 

Dieses Verhalten liBt sich zu quantitativen Aussagen iiber den 
Lockstoffgehalt von Extrakten und angereicherten Fraktionen heran- 
ziehen. Wir halten dazu die Miinnchen unter konstanten iuBeren Be- 
dingungen einzeln in teilweise bedeckten Glasschalen und fordern, dab 
sie unbeweglich verharren, wenn man ihnen die Spitze eines sauberen, 
trockenen oder mit reinem Petrolither benetzten Glasstabes 1—2 Sek. 
lang etwa 1 em vor die Antennen hilt. Taucht man die Spitze des Glas- 
stabes 2 cm tief in eine lockstoffhaltige Petrolitherlésung und bringt 
sie erneut, wie oben beschrieben, vor die Antennen der Mannchen, so 
bemerkt man beim Uberschreiten der Reizschwelle zunichst eine 
schwache Bewegung der Antennen, der ein Zittern und dann ein leb- 
haftes Schlagen der Fliigel folgt. Bei hoher Dosierung schlie8t sich ein 
Schwirrtanz der Falteran. Als Lockstoffeinheit (L.E.) wird diejenige 
Konzentration einer Lésung in Petrolither (in y/m/) definiert, die bei 
der Hilfte von 60—S80 Tieren unter den angegebenen Bedingungen ein- 
deutiges Fliigelschwirren auszulésen vermag. Liegt also die L.E. einer 
Substanzprobe z. B. bei 1 y, so bedeutet dies, dai die Substanz in einer 
Konzentration von 1 y/ml in Petrolither gelést, unter den standardi- 
sierten Bedingungen des Tests bei 50°% der Versuchstiere Fliigelschwir- 
ren auslést. Zur Ermittlung der als L. E. definierten Grenzkonzentration 
werden Verdiinnungsreihen nach Zehnerpotenzen angesetzt. 

Um unkontrollierbare AuBeneinfliisse (z. B. die Wetterlage) nach 
Moglichkeit auszuschalten, wird zweckmifbig eine Kontrollésung be- 
kannter Wirksamkeit mitgetestet und die Auswertung jeder Konzen- 
tration mehrfach — mihdestens 3mal an verschiedenen Tagen — wieder- 
holt. Die zum Test verwendeten Schmetterlinge beruhigen sich nach 
1—2Stdn. und kénnen wiederholt zur Auswertung benutzt werden. 
Die L.E. kann unter Einhaltung der vorgeschriebenen Bedingungen 
im allgemeinen auf + eine Zehnerpotenz genau ermittelt werden. 

Der Verhaltenstest hat sich als Routine-Methode zur Verfolgung 
der Anreicherung des Sexuallockstoffs als ausreichend genau erwiesen, 
obwohl er nur Relativwerte liefert und zur quantitativen Ermittlung 
der Reizschwelle zu ungenau ist. Verfeinerte Ergebnisse kénnen erhalten 
werden, wenn man die verhiltnismaifig groBen Schwankungen im Ver- 
halten des ganzen Tieres ersetzt durch die unmittelbare Messung von 
Aktionspotentialen aus isolierten Antennen’. 


Isolierung des reinen Sexuallockstoffs aus den Sacculi late- 
rales® 


Auf Grund langjihriger und stindig verbesserter Erfahrungen!~* 
konnte folgender Trennungsgang ausgearbeitet werden, der die Isolie- 


7 D. Schneider u. E. Hecker, Z. Naturforsch. 11b, 121 [1956]. 
8 A. Butenandt, R. Beckmann, D.Stammu. E. Hecker, Z. Naturforsch. 


14b, 283 [1959]. 
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rung des hochwirksamen und duBerst empfindlichen Sexuallockstoffs 
des weiblichen Seidenspinners gestattet : 

Aus 500000 Hinterleibsspitzen mit den paarigen Duftdriisen werden 
in 2 gleich groBen Chargen die unverseifbaren Anteile gewonnen. Zur 
Zerkleinerung des Ausgangsmaterials werden 250000 Duftdriisen unter 
Wasserzusatz homogenisiert und anschlieBend lyophilisiert, um auch in 
Gewebspartikeln festgehaltenes Wasser zu entfernen. Der Riickstand 
der Gefriertrocknung wird mit einem Athanol-Ather-Gemisch (3:1) aus- 
gezogen. Man erhilt nach Entfernen des Lisungsmittels ein rotbraunes 
Ol, das im Aufarbeitungsschema I als ,,Rohextrakt‘‘ bezeichnet ist. 


500000 Duftdriisen 
| 


Extraktion mit Athanol/ 
Ather 3:1 


4 
280 g Rohextrakt 
| 


Extraktion der alkalischen 42 g saure Anteile 





Lésung mit Ather TLE. > 100 y 
| 
125 g Neutralanteile 
L.E. = 100 y 
| 
Verseifen mit methanol. - — 73 g saure Anteile 
Kalilauge ~ LE. > 100 y 
33,6 g Unverseifbares 
L.E. = 10°? y 
aus Methanol umkrist. See ag a 
7,3 g Unverseifbares 
L. E. = 10-4 y 
| 
Umsetzen mit Bernstein- a tees 58 g Nichtalkohole 
siiurcanhydrid L.E. > 100 y 
3,4 g Alkohole 
LE. = 10-4 Y 
| 3,2 g Benzol-unlésli- 
Veresterung wns. ithe cher Azoester 
L.E. (nach Verseifen) 
= 10-4 y 


5,6 g 4’-Nitro-azobenzol- 
carbonsaure-(4)-ester 
L.E. (nach Verseifen) = 10-5 y 


Aufarbeitungsgang I zur Isolierung des Bombyx-Sexuallockstoffs. (Die Gewichts- 
angaben beziehen sich auf die Summe der von zwei Chargen zu je 250000 Sacculi 
laterales erhaltenen Fraktionen. Weitere Erliuterungen im Text.) 
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Diesen lést man in Athanol, alkalisiert mit Natriumcarbonat-Lésung 
und perforiert mit Ather. Der aitherische Extrakt enthalt die wirksamen 
Neutralanteile (L.E. = 100 y), aus der wissrigen Phase werden unwirk- 
same saure Anteile gewonnen. Zur Verseifung kocht man die Neutral- 
anteile mit methanolischer Kalilauge unter Stickstoff und trennt die 
unverseifbaren Anteile nach Verdiinnen des Ansatzes durch Perfora- 
tion mit Ather ab. Aus der atherischen Phase werden die unverseif- 
baren Anteile als stark mit Kristallen durchsetztes Ol, aus der waBrigen 
Phase weitere saure Anteile erhalten. Die biologische Wirksamkeit der 
unverseifbaren Anteile (L.E. = 10-2 y) nimmt auf dieser Stufe des 
Trennungsganges stark zu, da der Lockstoffalkohol in den Driisen teil- 
weise in veresterter Form vorliegt* 4. 

Die unverseifbaren Anteile aus den beiden getrennt aufgearbeiteten 
Duftdriisen-Chargen werden vereinigt und durch fraktioniertes Umkri- 
stallisieren aus Methanol weitgehend von Sterinen, hauptsichlich Cho- 
lesterin, befreit. Dabei wird auferdem in Methanol unlésliches, biolo- 
gisch inaktives Material entfernt. Die anschliefiende Umsetzung der in 
Methanol leicht léslichen unverseifbaren Anteile mit Bernsteinsiure- 
anhydrid erméglicht die Abtrennung biologisch unwirksamer Nichtal- 
kohole. Man gewinnt die freien Alkohole nach alkalischer Spaltung der 
Bernsteinsiure-halbester und lést sie mehrfach aus Methanol um. Es 
werden 3,4 g einer ‘rotbraunen 6ligen Alkoholfraktion erhalten (L.E. 
= 10-4 y), die noch 15—20% Sterine enthiilt. 

Die Alkoholfraktion wird zur weiteren Fraktionierung mit 4’-Nitro- 
azobenzol-carbonsiure-(4)-chlorid® verestert. Nach Abtrennung von in 
Benzol unléslichen Anteilen — vermutlich Sterinestern — erhalt man 
5,6 g an festen, intensiv roten 4’-Nitro-azobenzol-carbonsiiure-(4)-estern, 
die als solche unwirksam sind. Aus den Estern lassen sich die freien 
Alkohole durch Behandeln mit Glykolmonomethylither-Atzkali in Ben- 
zol® 19 quantitativ freisetzen. Eine Probe der Esterfraktion enthalt 
nach dieser Behandlung die L.E. in 10-*° y (Schema I). — 

Fraktionierte Fallung der 4’-Nitro-azobenzol-carbonsiure-(4)-ester 
aus wiBr. Aceton und anschlieBendes Digerieren der Niederschlige mit 
Petrolither liefert 3 in Petrolither leicht lésliche Fraktionen A, B und C, 
die nach Verseifen besonders hohe biologische Wirksamkeit zeigen 
(Schema II). Die Fraktionen A und C werden vereinigt und, getrennt 
von Fraktion B, einer mehrfachen Verteilungschromatographie™ auf 
hydrophobierter Kieselgur mit Paraffinél als stationiirer und wirigem 
Aceton als mobiler Phase unterworfen. 

Beim ersten Durchgang mit Fraktion A + C wird die Siule bewuBt 
iiberladen, um trotz ihrer geringen Kapazitit eine Vorreinigung zu er- 
zielen. Nach beendeter Elution bleiben noch mindestens 3 rote Banden 

.° E. Hecker, Chem. Ber. 88, 1666 [1955]. 

10 —. Hecker, Proc. X. Internat. Congr. Entomol. 2, 293 [1956/58]; Angew. 
Chem. 68, 683 [1956]. 

11 KE. S. Amin u. E. Hecker. Chem. Ber. 89, 695 [1956]. 
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5,6 g 4’-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-ester 
L.E. =: 10-5 y 


Fillung aus Aceton mit % Wasser 











20% 30% | 40% 55% 
7 | | 
2,2 2 1,3 g 0,8 g 0,24 g 
| digerieren | mit | Petrolather | 
ae % | eons | 
| A | | B | Je | | 
1,5 g 0,65 g 0,7 g 0,5 g 0,5 g 0,2 g 0,18 g 0,06 g 
Riick- Petrol- —_ Riiick- Petrol- Riick- Petrol- _Riick- Petrol- 
std. ather- std. ather- std. ather- std. ather- 
L.E.=  losl. L.E.=  Josl. L.E.= losl. L.E.= _ lésl. 
10 *y i. 10%» L.E. = 104» L.E. = 101 y L.E.= 
10° y 10-°° y 10-5y 10-4» 
Fraktion B FraktionA+C 
| | 
3malige Verteilungschromatogra- 3malige Verteilungschromatogra- 
phie: Paraffinél/waBr. Aceton, an- phie: Paraffindl/wiBr. Aceton 


schlieBend Adsorptionschromato- 
graphie an Silicagel | 
| 


| 
| 


Y v 
11 mg Lockstoffester 35 mg Lockstoffester 
i, = 10 9y L.E. = 107-1° y 
| | 
aus Aceton/Wasser, anschlieBend Adsorptionschromatographie an 
aus Petrolither umkrist. Silicagel, dann aus Aceton/Wasser 
unkrist. 
! | 
v Y 
6 mg Lockstoffester 6 mg Lockstoffester 
L.E. = 107° y L.E. = 1071 y 
Schmp. = 95—96° Schmp. = 94—96° 
O39 = 75 em?/g O39 = 69 em?/g 


Aufarbeitungsgang II zur Isolierung des Bombyx-Sexuallockstoffes. Die in L.E. 
angegebene biologische Aktivitét wurde nach Verseifung kleiner Esterproben 
ermittelt (Erlauterungen im Text). 


auf der Siule, die sich jedoch nach Verseifung als biologisch unwirksam 
erweisen. Das etwa mit dem Retentionsvolumen des Dodecylesters* !° 
(Frakt. 76—135) von der Siule eluierte Material (Abb. 1) enthalt den 
groBten Teil der biologischen Wirksamkeit. Es wird einer erneuten Ver- 
teilungschromatographie in demselben System unterworfen (Abb. 2). 
Dabei kann die hochwirksame Substanz (Frakt. 188—237) von einer 
vergleichsweise unwirksamen Begleitkomponente (Frakt. 238—310) 
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76 
teilweise abgetrennt werden. Eine dritte Rechromatographie (Abb. 3) 
der in Frakt. 188—237 enthaltenen Substanz liefert schlieBlich in 
Frakt. 180—238 35 mg eines einheitlich erscheinenden Lockstoff- 
esters, der nach Verseifung die L.E. in 10-!°y enthalt (Schema II). 


Frakt.0-67 | _ 68-260 viet 
| 05% walir. Aceton | 90% walir.Aceton he. 

























Frakt. 0-75 76-135 196-161 162-260 
44mg 75mg 130mg 105mg 
LE=10¢y LE=0™p = LEW) LE =10*p 








1 T T T T T T T T T T T T 
l 2 40 60 8 100 10 0 160 160 200 220 240 260 
Frakt.N. = 





Abb. 1. Verteilungschromatographie von 400 mg 4'-Nitro-azobenzol-carbonsaure- 
(4)-estern der Fraktionen A und C (Schema II). 


Saule 3x 15 cm, Strémungsgeschwindigkeit 30 m//Stde. Die in L. E. angegebenen 
biologischen Aktivitaéten wurden nach Verseifung kleiner Esterproben ermittelt. 


. 


Frakt. 0-180 181-310 
85% walir. Aceton 90% wali. Aceton 


3 


238-310 

21mg 

LE=10?y 

7 90 10 10 10 1m 190 210 20 250 270 290 30 
Frakt. Nr, 

















Abb. 2. Rechromatographie von 4'-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-estern der 
Frakt. 76—135 aus der ersten Verteilungschromatographie (Abb. 1). 


Saule 3 x 25 cm, Strémungsgeschwindigkeit 32 ml/Stde. Weitere Erlauterungen im 
Text. 


Man erkennt beim Vergleich der biologischen Aktivitiiten der héchst 
wirksamen Fraktionen aus den Chromatographien der Abb. 1—3, daB 
‘lie Wirksamkeit scheinbar nicht zunimmt, obwohl inaktives Material 
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abgetrennt wird. Dies ist auf die Frakt 0-169 186-257 
Schwankungsbreite des biologischen 85% wate” 90% waite Aceton “ 
Tests von -+ einer Zehnerpotenz Aceton 


zuriickzufiihren. Zur Verfolgung der 
Anreicherung wird daher auf diesen 
hohen Anreicherungsstufen neben 
dem biologischen Test die fiir den 
Sexuallockstoff und seinen 4’-Nitro- 
azobenzol-carbonsiure-(4)-ester cha- 
rakteristische UV-Absorption bei ke 
230 mu herangezogen und durch A 

den bei dieser Wellenlinge gemes- 
senen spezifischen Absorptionsko- 
effizienten « ausgedriickt. 2 


44 








Abb. 3. Rechromatographie der 4'-Nitro- 
azobenzol - carbonsaure - (4) - ester von 
Frakt. 188—237 aus der zweiten Ver- H 

teilungschromatographie (Abb.2). 


Saule 3x24 cm, Strémungsgeschwindig- Frakt 0-238 


keit 32 ml/Stde. 35mg 
po as LE =10™y 


“0 160 10 200 20 20 20 
Frakt.N. = 








Die aus den Fraktionen 180—238 der letzten Verteilungschromato- 
graphie erhaltenen 35 mg 4’-Nitro-azobenzol-carbonsiure-(4)-ester ent- 
halten noch Paraffinél, das sich beim Aufbringen der Ester auf eine 
Silicagelsiiule mit Petrolither leicht auswaschen lit. Beim weiteren 
Bespiilen der Siule mit Benzol spaltet die rote Bande in 2 Komponenten 
auf. Mit Benzol kénnen 8 mg Lockstoffester (L.E. nach Verseifen = 
10-19 y) und mit Ather/Benzol 1:1 noch 14mg Material von gerin- 
ger Aktivitat (L.E. nach Verseifen = 10-? y) eluiert werden. Dreimali- 
ges Umkristallisieren des Benzoleluats aus wiBrigem Aceton ergibt 6 mg 
nahezu reinen Lockstoffester, Schmp. 94—96°; « = 69 (Schema IT). 


Der 4’-Nitro-azobenzol-carbonsiiure-(4)-ester des Sexuallockstoffes 
verandert sich rasch beim Stehenlassen an der Luft oder beim Eindam- 
pfen einer Lésung in Nitromethan bei Raumtemperatur, wie die Ab- 
nahme und das schlieBliche Verschwinden der biologischen Aktivitat 
nach. Verseifung erkennen liBt. Die Ester des Linol- und des Linolen- 
alkohols verhalten sich ahnlich!?, wihrend die bisher bekannten 4’-Nitro- 
azobenzol-carbonsiure-(4)-ester anderer ungesittigter Alkohole® !* vél- 
lig stabil sind. Es ist daher zu vermuten, daB die Instabilitit der oben 


12 A. Butenandt, D. Stamm u. E. Hecker, Chem. Ber. 94 [1961], im Druck. 
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erwihnten Derivate auf Autoxydationsvorgiinge am Alkoholrest zu- 
riickgeht, iihnlich denen, die man auch beim freien Linol- und Linolen- 
alkohol und den entsprechenden Siuren kennt. 

Aus der Fraktion B der 4’-Nitro-azobenzol-carbonséiure-(4)-ester 
(Schema IT) werden nach dem fiir Fraktion A + C beschriebenen kom- 
binierten verteilungs- und adsorptionschromatographischen Verfahren 
sowie nach mehrmaligem Umkristallisieren aus wifr. Aceton und Petrol- 
ither 6 mg reiner 4’-Nitro-azobenzol-carbonsiiure-(4)-ester des Sexual- 
lockstoffes erhalten (L.E. nach Verseifen = 101° y). 

Der Ester kristallisiert aus Petrolither in zu Rosetten angeordneten 
Blittchen (Abb. 4) und schmilzt scharf bei 95—96° (« = 75, Schema II). 
Das UV-Spektrum des Esters (Abb. 5) zeigt zwei Maxima bei 230 (¢ = 
37000) und 331 my (¢ = 32700); aus der Intensitit der Azobande® be- 
rechnet sich ein Molekulargewicht von 475 + 15. 





* 


Abb. 4. Kristallisierter 4’-Nitro-azobenzol-carbonsiure-(4)-ester des Sexuallock- 
stoffes des Seidenspinners. 
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Abb. 5. Das UV-Spektrum des 4’-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)- 
esters des Sexuallockstoffes ( —) und des Sorbinols (———)® in Athanol. 
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Die Analyse des Esters stimmt am besten auf die Zusammensetzung 
Cy9H3,N,0,, Mol.-Gew. 491,6. Darauserrechnet sich fiir den freien Sexual- 
lockstoff die Bruttozusammensetzung eines zweifach ungesittigten Al- 
kohols C,g,H3,90, dessen Doppelbindungen entsprechend der Bande bei 
230 mu in Konjugation stehen miissen* 4 1°, 


Damit ist es gelungen, den in den Sacculi laterales weiblicher 
Seidenspinner erzeugten geschlechts- und artspezifischen Sexuallock- 
stoff als ersten® dieser Wirkstoffklasse rein darzustellen. Wegen seines 
Vorkommens im Seidenspinner (Bombyx mori L.) méchten wir fiir den 
reinen Lockstoffalkohol den Namen Bombykol* vorschlagen und im 
weiteren gebrauchen. 


Wir danken Frl. E. Walk fiir ihre geschickte Mithilfe bei den Versuchen; Herr 
Oberregierungsrat Dr. M. Cretschmar, Bundesforschungsanstalt fiir Kleintier- 
zucht, Celle, war uns lange Jahre in entgegenkommender Weise behilflich, das 
benétigte Ausgangsmaterial zu beschaffen. Der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft, der Schering-AG Berlin, den Farbenfabriken Bayer, Leverkusen, 
und der Deutschen Hoffmann-La Roche-AG, Grenzach, haben wir fiir groB- 
zugige Unterstiitzung dieser Arbeiten zu danken. 


Unser besonderer Dank gilt Herrn Prof. W. Schoeller, der uns die Anregung 
zu diesem Arbeitsgebiet gegeben und uns freundschaftlich geholfen hat, viele 
Schwierigkeiten zu iiberwinden, die uns auf dem langen Weg begegneten. 


Beschreibung der Versuche 


Alle Schmelzpunkte werden am Kofler-Heizmikroskop bestimmt und sind 
korrigiert. Analysen sind von Fa. A. Schoeller, Kronach/Ofr., ausgefiihrt. 
Chromatographie-Fraktionen werden im Spektrophotometer Eppendorf bei 366 my, 
UV-Spektren im Zeiss-UV-Spektrophotometer PMQ II gemessen. Als Kieselgur 
dient das Praparat Hyflo Super Cel (Serva Entwicklungslabor Heidelberg), als 
Silicagel wird das Praparat Silicic Acid (100 mesh, Mallinckrodt) verwendet. 


Lésungsmittel: Athanol wird nach Leighton, Crary und Schipp® ge- 
reinigt, jedoch auf Trocknen mit Aluminiumamalgam verzichtet. Methanol wird 
durch Behandeln mit Hypojodid und alkalischem Silberhydroxyd#*, Aceton durch 
Destillation tiber Kaliumpermanganat von oxydierbaren Substanzen befreit. Pe- 
trolather (Sdp. 30—40°) wird iiber einer Kolonne durch fraktionierte Destillation 
gereinigt. Pyridin trocknet man iiber Bariumoxyd}>. Es wird stets peroxydfreier 
Ather verwendet. 


Ausgangsmaterial: 250000 paarige Duftdriisen von Bombyx mori (Gelb- 
spinner) wurden aus Kokons gewonnen, die z. T. aus Italien und z. T. aus der 
Bundesrepublik bezogen und im Institut verarbeitet wurden. 250000 paarige Duft- 
driisen wurden in Japan** gewonnen. Die Duftdriisen wurden bis zur Verarbeitung 
unter niedrig siedendem Petrolather (Sdp. 30—40°) aufbewahrt. 


* Gebildet aus BouBug (BduBuKos) und der fiir Alkohole gebrauchlichen En- 
dung -ol. 

** Die Reinigung von gréBeren Mengen Petrolather fiir die von Gunze Trading 
Co., Ltd., 6, Edobashi 2-Chome Nihonbashi, Tokyo, Japan, bezogenen Duftdriisen 
verdanken wir Herrn Prof. T. Obara, Tokyo Univ. of Education. 

183 Pp. A. Leighton, R. W. Crary u. L. T. Schipp, J. Amer. chem. Soc. 53, 
3017 [1931]. 

14M. Pestemer, Angew. Chem. 638, 118 [1951]. 

15 F, Drahowzal u. H. Kénig, Osterr. Chemiker-Ztg. 55, 189 [1954]. 
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Der biologische Test 

Um die mannlichen Seidenspinner fiir den Test zu gewinnen, werden Kokons 
friihestens 2 Tage nach dem Einspinnen der Raupen aufgeschnitten und die mann- 
lichen Puppen aussortiert. Man kann nach Bedarf die normale Puppenruhe von 
etwa 10 Tagen durch Unterkiihlung der Puppen auf 4—6° bis zu 6 Wochen ver- 
langern oder durch deren Aufbewahren bei 25° verkiirzen. Bei ausreichender Nach- 
zucht von Raupen stehen auf diese Weise Testtiere von Juli bis Dezember zur Ver- 
fiigung. Man 148t die Falter auf Filtrierpapier schliipfen und setzt sie zum Test 
einzeln in Glasschalen (15106 cm), die zu etwa °/,, mit Glasplatten bedeckt 
werden. Der Testraum wird tagsiiber, mit kiinstlichem Licht (Leuchtstoffréhren) 
beleuchtet und auf konstanter Temperatur (23°) und 60°, relativer Luftfeuchtigkeit 
gehalten. Die Falter leben durchschnittlich 10 Tage und sollen am ersten und am 
letzten Tag nicht zum Test herangezogen werden. 


Aufarbeitungsgang 


Rohextrakt: Man dekantiert den Petrolither von den Duftdriisen und 
homogenisiert das Material (250000 Driisen) in Portionen zu etwa 20000 Driisen 
in der Kalte und unter Zusatz von 50—100 m/ Wasser. Das Homogenisat wird 
lyophilisiert. Der gesamte trockene Riickstand wird in 2 TIn. 6mal mit je 500 ml 
Athanol/Ather 3:1 geschiittelt. Die vereinigten Extrakte dampft man im Rota- 
tionsverdampfer ein, vereinigt das zuriickbleibende 0] mit dem Riickstand des Petrol- 
ather-Uberstandes von den Driisen und erhalt 196 g Rohextrakt als rotbraunes Ol. 


Neutralanteile: Der in Atnanol geléste Rohextrakt wird mit Wasser ver- 
setzt, mit 2n Na,CO, bis zur deutlich alkalischen Reaktion versetzt und 12 Stdn. 
im Perforator mit Ather extrahiert. Die vereinigten Atherextrakte schiittelt man 
mehrmals mit 0,5n Na,CO, aus und wascht mit Wasser neutral. Die mit dem Wasch- 
wasser vereinigten alkalischen Extrakte werden einmal mit Ather ausgeschiittelt, 
dieser mit Wasser neutral gewaschen und mit der Hauptmenge Ather vereinigt. Den 
gesamten neutralen Atherextrakt dampft man dann unter vermindertem Druck 
und unter Stickstoff, zuletzt am Rotationsverdampfer, ein und erhalt 63 g Neu- 
tralanteile (L.E. = 100 y) als rotbraunes Ol. Aus den von den Neutralanteilen 
befreiten alkalischen Lésungen werden nach Ansiuern und Extraktion mit Ather 
37 g saure Anteile (L.E. > 100 y) gewonnen. 

Unverseifbare Anteile: 63 g Neutralanteile werden mit 360 ml 4proz. 
methanol. Kalilauge 1 Stde. unter Stickstoff auf dem Wasserbad erhitzt und dabei 
165 ml Methanol abdestilliert. Nach Zugabe von 100 m/ Wasser entfernt man weitere 
85 ml Lésungsmittel unter vermindertem Druck. Der Riickstand wird mit Wasser 
auf 550 ml verdiinnt und mit Ather im Perforator extrahiert. Die vereinigten, mit 
Wasser neutral gewaschenen Atherausziige ergeben nach Verdampfen des Liésungs- 
mittels 15 g reichlich mit Kristallen durchsetztes Ol (L.E. = 10-? y). 


Aus der alkalischen Lésung werden 44 g saure Anteile (L.E. > 100 y) erhalten. 


Abtrennung der Sterine: Die vereinigten, aus insgesamt 500000 Driisen 
isolierten unverseifbaren Anteile werden zunachst mit 250 m/ und dann mehrmals 
mit 50 m/ heiBem Methanol extrahiert. Es bleiben gréBere Mengen eines braunen, 
in Methanol unléslichen und biologisch inaktiven Ols zuriick, das verworfen wird. 
Die Methanollésung wird 12 Stdn. bei —4° aufbewahrt, die ausgeschiedenen Kri- 
stalle (9,6 g) abgesaugt und mehrmals mit kaltem Methanol gewaschen. Das Filtrat 
engt man auf 100 ml ein, kiihlt auf —36° ab und saugt die nach einiger Zeit erneut 
sich abscheidenden Kristalle rasch in der Kalte ab+®. Nach fraktioniertem Umkri- 
stallisieren der vereinigten Sterinfraktionen aus Methanol werden das zuletzt er- 
haltene und das bei —36° gewonnene Methanolfiltrat vereinigt und zusammen ein- 
gedampft. Man erhalt so 12 g noch gelb gefarbte Sterine und 7,5 g eines kristall- 
freien, dunkelbraunen Ols, das in 100 mi Petrolather aufgenommen und iiber Magne- 
siumsulfat getrocknet wird. Nach Abdampfen des Liésungsmittels erhalt man 7,3 g 
Unverseifbares (L.E. = 10-4y ). 


16 P, Karrer u. E. Bretscher, Helv. chim. Acta 26, 1758 [1943]. 
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Alkoholfraktion: 7,3 g unverseifbare Anteile werden in 40 ml trockenem 
Pyridin gelést, mit 8 g frisch aus Chloroform umkristallisiertem Bernsteinsaure- 
anhydrid versetzt und nach 2stdg. Erwarmen auf 40° 3 Tage bei Raumtemperatur 
aufbewahrt. Die rotbraune Lésung wird in 300 ml Ather aufgenommen und zu- 
nachst mit 2n H,SO,, dann mit 1n H,SO, vom Pyridin befreit, mit 0,5 n Na,CO, 
erschépfend extrahiert und mit Wasser neutral gewaschen. Nach Trocknen iiber 
Magnesiumsulafat werden aus der 4dtherischen Phase 1,8 g Nichtalkohole 
(L. E. > 100 y) erhalten. 


Die die Bernsteinsiurehalbester enthaltende alkalisch-waBr. Phase wird unter 
Eiskiihlung mit 4n H,SO, angesduert und im Perforator mit Ather extrahiert. Die 
vereinigten Atherextrakte wascht man mit Wasser kongo-neutral und bringt sie 
unter Stickstoff bei vermindertem Druck zur Trockne. Das zuriickbleibende rot- 
braune Ol (8,7 g) wird mit 50 m/l 4proz. methanol. Kalilauge auf dem Wasserbad 
unter Stickstoff erhitzt und dabei 25 mi Methanol abdestilliert. Man gieBt das Ver- 
seifungsgemisch in 100 ml Wasser und extrahiert mit Ather im Perforator. Die ver- 
einigten Atherausziige werden mit 0,ln Na,CO, ausgeschiittelt, mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet und eingedampft. Man erhalt 4,2 g Alkohole (L.E. = 10~* y) 
als rotbraunes 01. Von dieser Fraktion kénnen durch Umkristallisieren aus Methanol 
noch 800 mg Sterine und in Methanol unlésliches Material abgetrennt werden. Das 
zuriickbleibende O1 (3,4 g, L.E. = 10-4 y) enthalt, wie die quantitative Bestim- 
mung?’ ergibt, noch 15—20% Sterine. 


Hitzelabilitat des Lockstoffs: 1,6 mg der Alkoholfraktion (L.E. 10-4 y) 
werden unter Stickstoff eingeschmolzen und 3 Stdn. auf 150° erhitzt. Die Wirksam- 
keit sinkt dabei auf L.E. = 10 y ab. 


4’-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-esterderAlkoholfraktion: Zu 
einer Lésung von 5 g 4’-Nitro-azobenzol-carbonséure-(4)-chlorid ® in 350 ml absol. 
Benzol werden 3,4 g der Alkoholfraktion, gelést in einem Gemisch aus 50 ml 
Benzol und 1,4 ml absol. Pyridin gegeben. Das Reaktionsgemisch wird 3 Tage bei 
4° aufbewahrt, der gebildete Niederschlag abgesaugt und mit Benzol gewaschen. 
Man kann so 3,2 g in Benzol unlésliche Ester (L.E. = 10-2 y) abtrennen. Das Filtrat 
wird mit der Waschflissigkeit vereinigt, mit 1n H,SO, ausgeschiittelt, mit Wasser 
neutral gewaschen, getrocknet und eingedampft. Man gewinnt 5,6 g biologisch in- 
aktive 4’-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-ester.' Nach Spaltung des Estergemisches 
wird die L.E. zu 10-5 y ermittelt. 


Spaltung der Azoester zum Test: 300 y Azoester werden in 1 ml Benzol 
geist und mit 0,5 ml einer 4proz. Lésung von Atzkali in Glykolmonomethylather 
versetzt. Nach 2 Stdn. wird mit Petrolither auf 5 ml aufgefillt und diese Lésung 
unmittelbar zum Test verwendet unter der Annahme, daf sie 100 y aktive Sub- 
stanz pro ml enthalt. 


Verteilungschromatographie im System waBr. Aveton/Paraffinél 


Bereitung der Saule: Kieselgur wird gereinigt}®, mit Dichlordimethylsilan 
hydrophobiert™ und zunachst mit Methanol, dann mit 0,1 proz. methanol. Kalilauge 
und schlieBlich wieder mit Methanol neutral gewaschen. Die Saiulen (2x60 cm 
bzw. 3 x 60 cm) werden 15—36 cm hoch mit der hydrophobierten und mit statio- 
narer Phase angeteigten Kieselgur gefillt. 


Auftragen der Substanz!® und chromatographische Trennung: 
Das Gemisch der 4’-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4)-ester wird in méglichst wenig 


17 W. Trappe, Klin. Wschr. 21, 651 [1942]; diese Z. 278, 177 [1942]. 

18 W. R. Butt, P. Morris, C. J. O. R. Morris u. D. C. Williams, Biochem. 
J. 49, 434 [1951]. 
ne bey H. Hegediis, Ch. Tamm u. T. Reichstein, Helv. chim. Acta 36, 357 
1953]. 
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Chloroform gelést, die Chloroformlésung je nach Substanzmenge mit 1—5 g (1 g 
fiir 20 mg; 5 g fiir 400 mg) hydrophobierter, mit stationirer Phase versetzter Kiesel- 
gur vermengt und durch Aufbewahren iiber Nacht im evakuierten Exsikkator vom 
Chloroform befreit. Der so impragnierte Trager wird mit 80proz. waBr. Aceton auf 
die Saule gebracht und diese bei Raumtemperatur mit 85proz. bzw. 90proz. waBr. 
Aceton eluiert. Durch einen geringen Stickstoff-Uberdruck wird eine Strémungsge- 
schwindigkeit von 25—32 ml/Stde. erzielt. Mit Hilfe eines Fraktionssammlers 
werden 4-ml-Fraktionen aufgefangen und ihre optische Dichte — gegebenenfalls 
nach Verdiinnen — bei 366 my bestimmt. Die Verteilungssiulen kénnen ohne Be- 
eintrachtigung der Trennscharfe mehrmals verwendet werden. Lediglich die Reten- 
tionsvolumina nehmen etwas ab, da geringe Mengen stationérer Phase ausge- 
schwemmt werden!!. Vor dem erneuten Auftragen von Estern aus Driisenmaterial 
wird die Séule mit einem Gemisch von Modellsubstanzen auf ihre Trennwirkung 
iiberpriift. 


Isolierung der Ester aus dem Eluat: Die den einzelnen Banden ent- 
sprechenden Fraktionen werden vereinigt und die Hauptmenge Aceton im Rotations- 
verdampfer verdampft. Der hauptsachlich aus Wasser und dem roten Azoesterge- 
misch bestehende Riickstand, der zur Vermeidung von Emulsionsbildung noch 
etwas Aceton enthalten soll, wird mit Ather ausgeschiittelt.-Den Atherextrakt 
dampft man ein, der noch Wasser enthaltende Riickstand wird in Petrolather auf- 
genommen, durch ein trockenes Filter filtriert und anschlieBend zur Trockne ge- 
bracht. Der so gewonnene Riickstand enthalt neben den 4'-Nitro-azobenzol-carbon- 
siure-(4)-estern Paraffindl, das sich durch Adsorptionschromatographie?® ent- 
fernen laBt. P 


Adsorptionschromatographie an Silicagel: Die nach dreimaliger Ver- 
teilungschromatographie aus Fraktion B gewonnenen, noch etwas Paraffinél ent- 
haltenden 30 mg 4'-Nitro-azobenzol-carbonsiaure-(4)-ester werden in wenig Petrol- 
ather gelést und auf eine Silicagelsaiule (1 x 10 cm) gebracht. Mit 40 ml Petrolather 
entfernt man zunachst das Paraffinél, wobei die Esterbande am Kopf der Saule 
liegen bleibt. Mit Benzol lit sich eine Bande, mit Benzol/Ather 1: 1 eine zweite 
Bande eluieren. 


Nach Entfernen des Lésungsmittels werden aus dem Benzoleluat 11 mg eines 
Esters gewonnen, der nach Spaltung mit Glykolmonomethylather/KOH in Benzol 
biologisch hoch aktiv ist (L.E. = 10~!° y). Die zuletzt eluierte Bande zeigt nach der 
Spaltung nur geringe Aktivitat (L.E. = 10-2 y). Der hochaktive Ester wird zweimal 
aus waBr. Aceton und einmal aus Petrolaither (Sdp. 90—100°) umkristallisiert und 
schmilzt dann scharf bei 95—96°. Das UV-Spektrum der Verbindung ist in Abb. 5 
wiedergegeben. 


CypH3,N,O0, (491,6) Ber. C 70,85 H 7,59; Gef. C 70,76 H 7,70 


Zusammenfassung 


Es wird die Isolierung und Reindarstellung des Sexuallockstoffs 
Bombykol des Seidenspinners (Bombyx mori L.) beschrieben. Aus 
500000 Duftdriisen werden 12mg eines reinen 4’-Nitro-azobenzol- 
carbonsiure-(4)-esters vom Schmp. 95—96° erhalten. Nach Analyse und 
UV-Spektrum dieses Derivats ist der Sexuallockstoff des Seidenspinners 


20G. Steinberg, W. H. Slaton, D. R. Howton u. J. F. Mead, J. biol. 
Chemistry 220, 257 [1956]. 
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ein zweifach ungesittigter Alkohol der Bruttoformel C,,H,,0, dessen 
Doppelbindungen in Konjugation stehen. 


Summary 


The isolation and purification of bombykol, the sex-attractant of 
the female silk worm moth (Bombyx mori L.) is described. 500000 scent 
glands yielded 12 mg. of a pure 4’-nitro-azobenzene-4-carboxylic acid 
ester, m. p. 95—96°. From the analysis and U.V. spectrum of this 
derivative, the sex-attractant of Bombyx mori is a doubly unsaturated 
alcohol, empirical formula C,,H3,0, in which the double bonds are con- 
jugated. 


Prof. Dr. A. Butenandt, Max-Plank-Insiitut fiir Biochemie, Miinchen 15, 
Goethestr. 31 
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Uber den Sexuallockstoff des Seidenspinners, II} 


Konstitution und Konfiguration des Bombykols 
Von 
Adolf Butenandt, Riidiger Beckmann und Dankwart Stamm 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2, Dezember 1960) 


Carl Wurster zum 60. Geburtstag 


Aus 500000 paarigen Hinterleibsdriisen (Sacculi laterales) weiblicher 
Seidenspinner konnten 12mg des 4’-Nitro-azobenzol-carbonsiure-(4)- 
esters eines Alkohols isoliert und nach Spaltung des Esters der hoch- 
empfindliche Alkohol selbst durch seine extrem hohe und spezifische 
Wirksamkeit auf mannliche Seidenspinner als reiner Sexuallockstoff 
des Spinners Bombyx mori L. charakterisiert werden. Analyse und spek- 
trophotometrische Aquivalentgewichtsbestimmung des Azoesters stim- 
men am besten auf einen doppelt ungesiittigten Alkohol der Brutto- 
formel C,,H3,0. Das UV-Spektrum des Derivats zeigt, daB beide Doppel- 
bindungen konjugiert sein miissen? °. 

Weitere Einblicke in die chemische Konstitution des Bombykol 
genannten Lockstoffs ergab die katalytische Hydrierung des aus 
4 mg NABS-Ester* durch Verseifung mit Glykolmonomethylither/Alkali 
in Benzol gewonnenen Lockstoff-Alkohols. Sie fiihrt den bei Raum- 
temperatur fliissigen Wirkstoff in einen gesiittigten Alkohol iiber, der 
zur Reinigung sublimiert wurde und bei 47—48° schmilzt. Sein Misch- 
schmelzpunkt mit Cetylalkohol ist nicht erniedrigt. Die Schmelz- 
punkte des eutektischen Gemisches* von authentischem Cetylalkohol 
bzw. des aus Bombykol erhaltenen Hydrierungsproduktes mit Azoben- 
zol sind identisch. Zur weiteren Sicherung der Grundstruktur des Sexual- 
lockstoffes wurde sein Hydrierungsprodukt mit «-Naphthyl-isocyanat 
umgesetzt: Das «-Naphthylurethan erwies sich nach Schmp. und Misch- 
schmp. als mit dem a«-Naphthylurethan des Cetylalkohols* identisch. 
Der Lockstoffalkohol ist daher ein unverzweigter primarer 
Alkohol mit 16 C-Atomen. 

* NABS = 4’-Nitro-azobenzol-carbonsaure-(4). 

1 [. Mitteil.: A. Butenandt, R. Beckmann u. E. Hecker, diese Z. $24, 
71 [1961], voranstehend. 

2 A. Butenandt, R. Beckmann, D.Stamm u. E. Hecker, Z. Naturforsch. 
14b,-283 [1959]. 

3 L. Kofler u. A. Kofler, Thermomikromethoden, 8. 385, Verlag Chemie, 


Weinheim/BergstraBe 1954. 
4 J. Tischer, Ber. dtsch. chem. Ges. 72, 291 [1939]. 
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Bei der Darstellung der «-Naphthylurethane des Cetyl- und Myristylalkohols 
im MikromaBstab entsteht als hauptsichliches Nebenprodukt nicht der in Petrol- 
ather unlésliche Dinaphthylharnstoff, sondern eine in Petrolather lésliche Substanz, 
die sich nur schwer durch fraktionierte Sublimation entfernen 148t. Ahnliches wurde 
auch bei niedrigeren Alkoholen beobachtet®. Die «-Naphthylurethane werden 
daher am besten anstatt durch Sublimation durch mehrfaches Digerieren mit Pe- 
trolather und Umkristallisieren aus diesem Lésungsmittel gereinigt. 


Weitere Anhaltspunkte iiber die Struktur des Lockstoffalkohols 
lieferte das Infrarot-Spektrum des freien Bombykols. Es ist relativ 
einfach (vgl. Abbildung) und zeigt eine OH-Valenzschwingungsbande 
bei 2,75 uw, auBerdem eine breite Bande bei 9,5—9,75 uw (C—O-Valenz- 
schwingung), 2 scharfe Banden bei 10,18 und 10,56 ~ sowie eine breite 
Bande bei 13,89 uw. Die Lage der C—O-Valenzschwingung weist auf das 
Vorliegen eines primiren Alkohols hin und schlieBt die Konstitution 
eines Allylalkohols aus. Die scharfen Banden bei 10,18 und 10,56 u 
lassen cis-trans-Konfiguration fiir die konjugierten Doppelbindungen ver- 
muten®. Das Auftreten der ,,rocking-Schwingung“ bei 13,89 ~ macht 
die Anwesenheit einer ununterbrochenen Kette von mindestens 4 CH,- 
Gruppen sehr wahrscheinlich. 
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Da der Sexuallockstoff mit Sicherheit ein Alkohol ist®, miissen die Banden bei 5,73 
und 7,94 4 (Estergruppen) und die Atherbande bei 9 1 auf unvollstandige Verseifung 
des NABS-Esters oder auf die Anwesenheit des durch partielle Umesterung ent- 
stehenden NABS-Esters des Glykolmonomethylathers zuriickgefiihrt werden. 

Die relative Lage der konjugierten Doppelbindungen zur primiiren 
Hydroxylgruppe lieB sich durch oxydativen Abbau festlegen. Da 
aus dem Verlauf der langjihrigen Arbeiten vorauszusehen war, dab 
auch nach Aufarbeitung einer sehr grofen Anzahl von Duftdriisen nur 
geringe Mengen des hoch wirksamen Bombykols bzw. seines NABS- 
Esters zur Verfiigung stehen wiirden’, haben wir unter Ausniitzung 


5 N. D. Cheronis u. A. Vavoulis, Mikrochem. verein. Mikrochim. Acta 88, 
428 [1951]. 

6 A. Butenandt, E. Hecker u. H. G. Zachau, Chem. Ber. 88, 1185 [1955]. 

7 A. Butenandt, Naturwiss. Rdsch. 8, 457 [1955]; Nova Acta Leopoldina, 
N. F. 17, 445 [1955]; E. Hecker, Proc. X. Internat. Congr. Entomology 2, 293 
[1956/58]; Angew. Chem. 68, 682 [1956]. 
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der giinstigen Eigenschaften der NABS-Ester® an zahlreichen Modell- 
substanzen eine allgemein verwendbare Mikromethode zu deren oxy- 
dativem Abbau entwickelt; sie wird an anderer Stelle veréffentlicht9. 


Unter Verwendung dieses Mikroverfahrens wurde 1 mg des NABS- 
isters des Bombykols mit Kaliumpermanganat in wasserfreiem Aceton 
oxydiert. Das farbige, den NABS-Rest enthaltende Bruchstiick wurde 
im Verlaufe des anschlieBenden Trennungsganges von den iibrigen Oxy- 
dationsprodukten abgetrennt und mit Diazomethan verestert. Papier- 
chromatographie des Methylesters im System Decan/wasserfreies Pyri- 
din 3:2 lieferte einen Flecken mit dem Ry-Wert des NABS-Esters des 
o-Hydroxy-decansiure-methylesters (I). 

Die Monocarbonsiurefraktion wurde durch Wasserdampfdestilla- 
tion von der Dicarbonsaurefraktion getrennt und nach Uberfiihrung in 
die Hydroxamsiiure papierchromatographisch als Buttersiure (III) 
identifiziert. Im Riickstand der Wasserdampfdestillation konnte durch 
Papierchromatographie als weiteres Bruchstiick Oxalsiure (II) nachge- 
wiesen werden. 

Die Wiederholung des Abbaus mit 1,9 mg des NABS-Bombykol- 
esters lieferte dieselben Bruchstiicke. Damit wurde das Vorliegen von 
16 C-Atomen im Bombykol auf unabhingigem Wege bestitigt und die 
Lage der Doppelbindungen relativ zur Hydroxylgruppe im Sinne der 
Forme! IV in 10,12-Stellung sichergestellt: Das Bombykolist danach 
ein A!°-12.Hexadecadienol-(1). 


y : \ vr Mi a S .] ‘ ‘ 
ON SN aif > 0,—[CH,],—CO,CH, 
I 
HO,C—CO,H 
Il 
HO,C—[CH,],—CH, 
Ur 

oN S--Nn=N—¢ S—cO,—{CH,], -CH=CH—CH=CH—[CH,],—CH, 


Von unsymmetrisch substituierten Dienen, wie dem Bombykol, sind 
vier geometrische Isomere méglich. Von diesen lift sich die trans-trans- und 
die cis-cis-Konfiguration durch das IR-Spektrum des Bombykols mit 
Wahrscheinlichkeit ausschlieBen, denn die oben erwihnten IR-Banden 
bei 10,18 und 10,56 w sprechen fiir cis-trans-Konfiguration. Eine Ent- 
scheidung, welches der beiden méglichen cis-trans-isomeren A!°-12-Hexa- 


8 KE. Hecker, Chem. Ber. 88, 1666 [1955]. 
® A. Butenandt, D.Stamm u. E. Hecker, Chem. Ber. 94 [1961], im Druck. 
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decadienole-(1) im Bombykol vorliegt, liBt sich nur durch Synthese und 
Vergleich der biologischen Wirksamkeit der reinen Isomeren herbeifiihren. 


Fraulein E. Walk und Frau U. Wolf haben wir fiir ihre wertvolle Hilfe bei 
den Versuchen zu danken. Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, der 
Schering-AG, Berlin, den Farbenfabriken Bayer, Leverkusen, und der 
Deutschen Hoffmann-La Roche-AG, Grenzach, danken wir fiir die Unter- 
stiitzung dieser Arbeit. 


Beschreibung der Versuche 


Alle Schmelzpunkte werden am Kofler-Heizmikroskop bestimmt. Verseifung 
des NABS-Esters des Bombyxols und katalytische Hydrierung des 
freien Alkohols: 4 mg des NABS-Esters werden in 2 ml Benzol gelést und mit 
0,5 ml einer 4 proz. Lésung von Kaliumhydroxyd in Glykolmonomethylather versetzt. 
Nach 12stdg. Stehenlassen bei Raumtemperatur fiigt man 2 ml Wasser hinzu und 
nimmt den freien Alkohol durch 6maliges Extrahieren mit je 5 ml Petrolather auf. 
Die Petrolitherlésung wird so lange mit Wasser gewaschen, bis die waBr. Phase 
farblos ist, durch ein trockenes Filter filtriert und eingedampft. Der Riickstand wird 
in Athanol aufgenommen und nach Zugabe von Platinoxyd durch mehrstiindiges 
Einleiten von Wasserstoff hydriert. Nach Entfernen des Lésungsmittels sublimiert 
man das Hydrierungsprodukt in mehreren Fraktionen bei 10-2 Torr. Bei 30° gehen 
wenig Kristalle vom Schmp. 47—48° iiber. Der Mischschmp. mit Cetylalkohol 
(Fluka, purissimum, Schmp. 48°) liegt bei 47—48°. Die Hauptmenge des Hydrie- 
rungsproduktes (1,4 mg) geht bei 50° iiber und schmilzt unscharf bei 40°. 

a-Naphthylurethan: Das unscharf schmelzende Sublimat wird mit 2 yl 
frisch dest. «-Naphthyl-isocyanat im Mikrozentrifugenglas umgesetzt® und das 
Reaktionsprodukt viermal mit 0,15 mi Petrolather (40—60 °) digeriert (Frakt. 1—4). 
Nach Abdunsten des Petrolathers bleiben Frakt. 1 und 2 in Form von Oltrépfchen 
zuriick. Frakt. 3 und 4 kristallisieren und schmelzen bei 87—88°, enthalten aber 
noch eine um 70° schmelzende Verunreinigung. Durch zweimaliges Umkristalli- 
sieren des nach Digerieren mit Petrolither gewonnenen Riickstandes wird reines 
a-Naphthylurethan des Cetylalkohols, Schmp. und Mischschmp. 88°, erhalten. 

Infrarotspektrum des Bombykols: 1 mg NABS-Ester des Bombykols 
wird, wie oben beschrieben, verseift und aufgearbeitet. Der Riickstand der Petrol- 
atherlésung wird in 0,04 ml Schwefelkohlenstoff gelést, die etwa 10proz. Losung 
in eine Mikrozelle iibergefiihrt und im Perkin-Elmer Infrarotspektrophotcmeter, 
Modell 21, gemessen (s. Abbildung). 

Oxydative Spaltung des NABS-Esters s. 1. ¢.°. 


Zusammenfassung 
Fir das Bombykol wird durch seine katalytische Hydrierung, sein 
Infrarot-Spektrum und durch oxydativen Abbau seines 4’-Nitro-azoben- 
zol-carbonsiure-(4)-esters die Konstitution eines 4!°-12-Hexadecadienols- 
(1) bewiesen. Der Diengruppierung kommt sehr wahrscheinlich cis-trans- 
Konfiguration zu. 


Summary 
Bombykol has been identified as hexadeca-10,12-dien-l-ol, on the 
basis of catalytic hydrogenation, infra-red spectrum and oxidative de- 
gradation of its 4’-nitro-azobenzene-4-carboxylic acid ester. The diene 
grouping probably has a cis-trans configuration. 


Prof. Dr. A. Butenandt, Max-Planck-Institut fiir Biochemie, Miinchen 15, 
Goethestr. 31. 
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Anreicherung und Charakterisierung einer Triosekinase 
aus Leber 
Zur Biochemie des Fructosestoffwechsels, III} 2 
Von 
Fritz Heinz und Walther Lamprecht 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Februar 1961) 


Die zentrale Stellung des nicht phosphorylierten Glycerinaldehyds 
im Fructosestoffwechsel ist erst in den letzten Jahren erkannt worden. 
Der durch die Aldolasespaltung von Fructose-l-phosphat neben Di- 
hydroxyacetonphosphat entstehende D-Glycerinaldehyd kann auf ver- 
schiedenen Stoffwechselwegen umgesetzt werden. Eine der Méglichkeiten 
ist die Reduktion zu Glycerin, welche DPNH*-abhingig durch Alkohol- 
dehydrogenase. 4 oder TPNH-abhingig durch die von Moore® be- 
schriebene Glycerindehydrogenase katalysiert wird. Eine andere Re- 
aktionsméglichkeit ist die Oxydation des D-Glycerinaldehyds zu D-Gly- 
cerinsiure mittels Aldehyddehydrogenase!.*. Beide Metaboliten miinden 
nach der enzymatischen Phosphorylierung, einerseits des Glycerins zu 
L-Glycerin-1-phosphat’-® oder andererseits des D-Glycerates zu 2- 
Phospho-D-glycerat?, in die bekannten glykolytischen Abbauwege ein. 

Eine unmittelbare Phosphorylierung von Glycerinaldehyd durch 
dialysierte Rattennierenextrakte hat zuerst Lindberg}? beobachtet. 
Hers und Kusaka".!2 haben aus Meerschweinchenleber durch Am- 


* Verwendete Abkiirzungen: DPN®, DPNH, TPN®, TPNH = oxydiertes 
bzw. reduziertes Di- bzw. Triphosphopyridinnucleotid; ADP, ATP = Adenosindi- 
bzw. -triphosphat; GA = Glycerinaldehyd; DHA = Dihydroxyaceton; TK = 
Triosekinase; GDH = u-Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase; TI = Triosephos- 
phat-Isomerase. 

1 [. Mitteil.: W. Lamprecht u. F. Heinz, Z. Naturforsch. 18b, 464 [1958]. 

2 TI. Mitteil.: W. Lamprecht, T. Diamantstein, F. Heinz u. P. Balde, 
diese Z. 316, 97 [1959]. 

3 H. Holzer u. 8S. Schneider, Angew. Chem. 67, 276 [1955]; Klin. Wschr. 
33, 1006 [1955]. 

4 F. Leuthardt u. H.P. Wolf, Helv. chim. Acta 36, 1463 [1953]; 37, 
1732 [1954]. 

5 B. W. Moore, J. Amer. chem. Soc. 81, 5837 [1959]. 

6 A. Holldorf, C. Holldorf, 8S. Schneider u. H. Holzer, Z. Naturforsch. 
14b, 229 [1959]. 

7 C. Bublitz u. E. P. Kennedy, J. biol. Chemistry 211, 951 [1954]. 

8 O. Wieland u. M. Suyter, Biochem. Z. 329, 320 [1957]. 

® W. Seitz, Diplomarbeit, Techn. Hochschule, Miinchen 1958. 

10 OQ. Lindberg, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 7, 349 [1951]. 

11 H.G. Hers u. T. Kusaka, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 11, 
427 [1953]. 

12H. G. Hers, Le métabolisme du fructose, Ed. Arscia, Bruxelles 1957; der- 
selbe, Kohlenhydratstoffwechsel im Kindesalter, 8.7, S. Karger-Verlag, Basel—- 
New York 1959. 
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moniumsulfat-Fraktionierung eine Proteinfraktion erhalten, welche 
nach Inkubation mit D-Glycerinaldehyd und ATP die Bildung von 
Triosephosphaten und Fructose-l-phosphat katalysiert, gemessen am 
Entstehen alkali- und siurelabiler Phosphatester. Das fiir die Phosphory- 
lierung des D-Glycerinaldehyds verantwortliche Enzym wurde von Hers 
,, Lriokinase‘‘ genannt. 

Eine weitere Anreicherung dieses Enzyms oder eine exakte Identi- 
fizierung der Reaktionsprodukte wurde bisher nicht unternommen. Im 
Rahmen unserer Arbeiten iiber den Fructosestoffwechsel erschien uns 
eine Klirung der Befunde von Hers notwendig, denn in den letzten 
Jahren wurden diese Ergebnisse, besonders nach der Kenntnis des re- 
duktiven und oxydativen Stoffwechselweges des Glycerinaldehyds, 
immer stirker in den Hintergrund gedriingt und die Existenz einer ,,Trio- 
kinase‘‘ angezweifelt. 

In der vorliegenden Arbeit wird die Anreicherung einer Triosekinase 
aus Leber beschrieben. Das Enzym phosphoryliert mit ATP D-Glyce- 
rinaldehyd zu 3-Phospho-D-glycerinaldehyd und Dihydroxyaceton zu 
Dihydroxyacetonphosphat. 


Methodik und Ergebnisse 


Enzymatisch-optische Messung der Triosekinase-Aktivitat 


Auf Grund der Substratspezifitit des Enzymes bieten sich fiir die 
Aktivitiitsmessung zwei verschiedene Reaktionsansitze an: 


a) Dihydroxyaceton-Test 
Dihydroxyaceton wird mit ATP in Gegenwart von Mg?®-Ionen zu 
Dihydroxyacetonphosphat phosphoryliert, letzteres wird DPNH-ab- 
hingig durch L-Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase zu L-Glycerin-1- 
phosphat reduziert. Die Anderung der DPNH-Extinktion in der Zeit- 
einheit erlaubt eine spektrophotometrische Aktivititsbestimmung, wenn 
die Substratphosphorylierung geschwindigkeitsbestimmend ist. Die Re- 
aktionsgleichungen fiir diesen gekoppelten Aktivititstest lauten: 
Mg*0,TK 





Dihydroxyaceton -+- ATP Dihydroxyacetonphosphat + ADP 
Dihydroxyacetonphosphat +- DPNH + H® — L-Glycerin-1-phosphat -- DPN® 
Dihydroxyaceton + ATP -+- DPNH + H® —» t-Glycerin-1-phosphat -+- ADP + DPN® 


Testansatz: In eine Kiivette der Schichtdicke 1 cm werden in der ange- 
gebenen Reihenfolge folgende Substanzen einpipettiert: 

2,35 ml 0,05m Triithanolaminpuffer, pH 7,5 

0,1 ml Dihydroxyaceton (50 mg/ml) 

0,1 ml Na,ATP-3H,0 (krist., 50 mg/ml) 

0,1 ml DPNH (10 mg/ml) 

0,2 ml 0,2m MgCl, 

0,05 ml L-Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase (1 mg/ml) 

0,1 ml Triosekinase (10—100 EE./ml)*. 








* EE. = Enzymeinheiten nach Biicher}’, s. auch S. 91. 
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Nach der Triosekinasezugabe wird die Extinktionsinderung bei 20° und 366myu 
gegen den gleichen Kiivettenansatz, der anstelle von ATP Puffer enthalt, alle ge} 
60 Sek. abgelesen. 

Abb. 1 zeigt den Verlauf eines solchen Testes. Die Messung gegen 
einen Blindwert ohne ATP schlieBt die evtl. Reduktion des Substrates 
durch Leber-Alkoholdehydrogenase (Glycerindehydrogenase) oder die 
einer endogenen DPNH-Oxydation aus. Die Testung der Triosekinase- 
Aktivitat gibt nur dann einwandfreie Ergebnisse, wenn die Alkoholdehy- 
drogenase-Konzentration im Vergleich zur Triosekinase nicht dominiert. 
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Abb. 1. Triosekinase-Aktivitat mit Dihydroxyaceton als Substrat. 
b) Glycerinaldehyd-Test 
D-Glycerinaldehyd wird in Gegenwart von Mg*® mit ATP zu 3- 
Phospho-D-glycerinaldehyd phosphoryliert. Das Reaktionsprodukt wird zy 
in einer enzymatisch gekoppelten und DPNH-abhangigen Reaktion 0, 
mit Triosephosphat-Isomerase und L-Glycerin-1-phosphat-Dehydro- 
genase zu L-Glycerin-1-phosphat umgesetzt. Die Anderung der DPNH- 
Konzentration in der Zeiteinheit wird spektrophotometrisch bei 366 mu 
verfolgt und dient als MeBgréBe. Die Reaktionsgleichungen zur Aktivi- 
tiitsbestimmung sind: 
; , Mg?6,TK : m 
p-Glycerinaldehyd + ATP —-———~ 3-Phospho-p-glycerinaldehyd + ADP 
3-Phospho-p-glycerinaldehyd a Dihydroxyacetonphosphat 


Dihydroxyacetonphosphat + DPNH + H® we L-Glycerin-1-phosphat + DPN® u. 


p-Glycerinaldehyd + ATP + DPNH + H®—-+t-Glycerin-1-phosphat + DPN® + ADP 
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Testansatz: In eine Kiivette der Schichtdicke 1 cm werden in der an- 
gegebenen Reihenfolge folgende Substanzen einpipettiert : 

2,3 ml 0,05m Triathanolaminpuffer, pH 7,5 

0,1 ml DPNH (10 mg/ml) 

0,1 ml Na,ATP - 3 H,O (krist., 50 mg/ml) 

0,2 ml pui-Glycerinaldehyd (20 mg/ml) 

0,2 ml 0,2m MgCl, 

0,05 ml L-Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase/Triosephosphat-Isomerase 

(i mg/ml) 

0,10 ml Triosekinase-Lésung (i0—100 EE./ml). 

Die Anderung der DPNH-Extinktion wird bei 20° und 366 my gegen den 
gleichen Kiivettenansatz, der kein ATP enthalt, alle 60 Sek. abgelesen. Abb. 2 
zeigt den Verlauf dieses gekoppelten enzymatischen Testes. 
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Min. 


Abb. 2. Triosekinase-Aktivitét mit p-Glycerinaldehyd als Substrat. 


Definition der Enzymeinheit: Nach Biicher! definieren wir eine En- 
zymeinheit (EE.) als die Enzymmenge, die bei 366 my eine DPNH-Extinktion um 
0,100 in 100 Sek. andert, bezogen auf 1 ml und die 10-mm-Kiivette. 

Definition der spezif. Aktivitat des Enzymes: Als spezifische Aktivitat 
werden Enzymeinheiten (EE.) pro mg Protein angegeben. Die Proteinbestimmung 
erfolgte spektrophotometrisch bei 260 und 280 mu nach folgender Formel: 


Proteinkonzentration [mg/ml] = 1,55 - Ly.5—0,76 + Hoeo14 


Versuchsmaterial: Die verwendeten kristallisierten Enzyme und Cofer- 
mente wurden von der Firma C. F. Boehringer & Soehne, Mannheim, bezogen. Die 

13 G. Beisenherz, H. G. Boltze, Th. Biicher, R. Czock, K. H. Garbade 
u. G. Pfeiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 

144K. Layne in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, Methods in Enzymology, 
Bd. IIT, S. 447, Academic Press, New York 1957. 
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Substrate waren handelsiibliche Produkte. Der kaufliche (dimere) Glycerinaldehyd 
wurde durch kurzes Erhitzen im kochenden Wasserbad in die monomere Form 
iibergefiihrt. 








Darstellung des Enzyms 


Ausgangsmaterial zur Anreicherung der Triosekinase war bei unseren ersten 
Versuchen Rattenleber. Im Laufe der weiteren Untersuchungen, die eine gréRere 
Menge Ausgangsmaterial erforderten, verwendeten wir Rinderleber. Die Leber- 
stiicke standen sofort nach der Schlachtung der Tiere zur Verfiigung und wurden 
bis zur Verarbeitung in Eis gekiithlt. Auch in eingefrorener Leber bleibt die Enzym- 
aktivitat iiber einige Wochen erhalten. — Alle folgenden Operationen wurden bei 
etwa 2° im Kalteraum durchgefiihrt. 


Extraktion: 300g Rinderleber (eingefroren und aufgetaut) werden im 
Starmix mit 1,51 kalter isotonischer KCl-Lésung homogenisiert. Das Homogenat 
wird bei 4000 x g 20 Minuten abzentrifugiert, das Sediment verworfen und der triibe 
Uberstand im vorgekihlten ,,Batch Bowl Rotor‘ einer praparativen Ultrazentri- 
fuge (Spinco Modell L) 2 Stdn. bei 18000 U./Min. abzentrifugiert. Der noch leicht 
triibe Uberstand (etwa 1280 ml) wird abgegossen (Uberstand I). 


Erste Ammoniumsulfatfallung: Zum Uberstand I wird unter Rithren 
langsam festes Ammoniumsulfat (p. a.) bis zu einer Sattigung von 0,5 hinzugegeben. 
Die Suspension wird nach beendeter Zugabe noch 10 Min. geriihrt und der Nieder- 
schlag bei 4000 xg abzentrifugiert. Der Uberstand wird verworfen, das Sediment 
ist eingefroren einige Tage haltbar. 


Gelanlagerung: Das gesamte Sediment (evtl. aufgetaut) wird in etwa 
200 ml eiskaltem Wasser aufgenommen. Nach Ermittlung der Proteinkonzen- 
tration wird die Enzymlésung mit soviel eiskaltem Wasser verdiinnt, da eine 
Lésung von etwa 15mg Protein/ml resultiert. Davon wird ein aliquoter Teil 
(~ 150 ml) entnommen und mit Calciumphosphatgel (Keilin und Hartree?) 
versetzt. Die Suspension wird 10 Min. geriihrt, dann das Gel abzentrifugiert, der 
Riickstand verworfen und der Uberstand nochmals mit Gel versetzt. Diese Ope- 
ration wird so oft wiederholt, bis die spezif. Aktivitat des Enzyms im Uberstand 
nicht weiter ansteigt. Diese Methode hat sich als zweckmaBig erwiesen, denn die 
optimalen Anlagerungsbedingungen sind bekanntlich sehr stark vom Alter und der 
Beschaffenheit des Gels abhangig. Nach dem Ergebnis dieses Versuches wird die 
Hauptmenge der Enzymlésung mit der dafiir berechneten Menge Gel versetzt. In 
einem typischen Versuch wurde folgendermaBen verfahren : 2550 ml der verdiinnten 
Enzymlésung wurden mit 910 ml Calciumphosphatgel (28 mg Trockengewicht/ml) 
unter Riihren versetzt, die Suspension wurde 10 Min. geriihrt, das Gel bei 4000 x g 
abzentrifugiert und der Riickstand verworfen (Uberstand IT). 


Zweite Ammoniumsulfatfallung: Zu dem klaren gelben Uberstand II 
(2890 m/l) wird unter Riihren festes Ammoniumsulfat bis zur Sattigung von 0,6 
zugegeben, die Suspension noch 10 Min. geriihrt und das Sediment bei 4000 x g ab- 
zentrifugiert. Das Sediment wird in 0,5 gesaitt. Ammoniumsulfatlésung suspendiert, 
so daB die Proteinkonzentration etwa 50 mg/ml betragt (55 ml). 


Die Ammoniumsulfatkonzentration wird unter Riihren durch langsame Zu- 
gabe von 17 ml eiskaltem Wasser auf 0,4 erniedrigt, die Suspension wird abzentri- 
fugiert, der Uberstand verworfen und der Riickstand in 50 ml zu 40°/ gesitt. 
5 /0 


kalter Ammoniumsulfatlésung resuspendiert (57 m/). 


Die Ammoniumsulfatsattigung wird durch Zugabe von 19 ml kaltem Wasser 
auf 0,3 erniedrigt, die Suspension zentrifugiert (Uberstand ITI) und das Sediment 
wird verworfen. 


1 PD. Keilin u. E. F. Hartree, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B. 124, 
397 [1938]. 
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Dritte Ammoniumsulfatfallung: Zu dem klaren Uberstand III (73 ml) 
wird eine bei +2° gesattigte Ammoniumsulfatlésung bis zur Sattigung 0,33 zu- 
egeben (3,8 ml). Der Niederschlag wird abzentrifugiert und verworfen. Zum klaren 
berstand wird langsam gesaétt. Ammoniumsulfatlésung bis 0,40 an Sattigung zu- 
gegeben (8,6 ml). Die Suspension wird zentrifugiert und das Sediment in wenig 
Wasser aufgenommen (17 ml Lésung). Die Enzymlésung ist eingefroren iiber 
Wochen haltbar. 

Tab. 1 zeigt die Anreicherung von Triosekinase aus Rinderleber. 
Eine Aktivititsbestimmung im Leberextrakt liefert infolge zu hoher 
Alkoholdehydrogenase-Aktivitait keine reproduzierbaren Werte. Eine 
exakte Ausbeutebestimmung kann deshalb nicht angegeben werden. 


Tab. 1. Reinigung von Triosekinase aus Rinderleber. 

















Seeiteeeiintes EE./ml Gesamtakt. | Spezifische | EE.pua 
gung (DHA-Test) (EE.) Aktivitat | sca 
Leberextrakt. ..... — — — — 
1. Ammoniumsulfatfallung 31 6300 0,17 1,24 
Gelanlagerung ..... 1,37 3950 . 0,8 1,59 
2. Ammoniumsulfatfallung 62 3410 2 1,20 
3. Ammoniumsulfatfallung 40 2910 333 1 
Riickst. in Wasser gel. . . 92 1600 5,3 1,19 








Reinheit des Enzyms 

Unsere besten Enzympriaparate enthalten als Verunreinigung Spuren 
an Alkoholdehydrogenase, Aldehyddehydrogenase und ein Enzym, das 
aus ATP die Bildung von ADP katalysiert, vermutlich Myokinase oder 
ATP.ase. 

Wie Tab. 1 zeigt, ist der Quotient der Enzymaktivitiiten im Di- 
hydroxyaceton-Test zu denen im Glycerinaldehyd-Test ungefahr 1. 
Dieses Verhiltnis bleibt wihrend der Enzymanreicherung praktisch 
konstant. Die gréBte Abweichung wird auf der Stufe der Calcium- 
phosphatgel-Anlagerung beobachtet, was wir auf die starke Verdiinnung 
der Enzymlésung und die damit verbundene Ungenauigkeit beim op- 
tischen Test zuriickfiihren. 

Enzymatisch optische Aktivitiitsmessungen, bei denen ein Gemisch 
von Dihydroxyaceton und Glycerinaldehyd als Substrat diente, zeigten 
keine Erhéhung oder Erniedrigung der Enzymaktivitiat im Vergleich zum 
Aktivititstest mit Glycerinaldehyd oder Dihydroxyaceton. 

Es kann demnach als bewiesen angesehen werden, da Dihydroxy- 
aceton und Glycerinaldehyd durch das gleiche Enzym phosphoryliert 
werden. 


Bestimmung des pH-Optimums der Triosekinasereaktion 
Das Aktivitétsmaximum der Triosekinasereaktion in Triithanol- 
aminpuffer liegt sowohl mit Dihydroxyaceton als auch mit Glycerinal- 
dehyd bei pH 7,0. 
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Nachweis, daB beider Triosekinase-Reaktion ADP entsteht 

Das bei der Phosphorylierung von Glycerinaldehyd und Dihydroxy- 
aceton mit ATP entstehende ADP wurde im gekoppelten enzymatischen 
Test mit Pyruvatkinase und Lactatdehydrogenase bestimmt. 

Testansatz: In eine Kiivette der Schichtdicke 1 cm werden in der ange- 
gebenen Reihenfolge folgende Substanzen pipettiert : 

2,2 ml 0,05m Triathanolamin-Puffer, pH 7,5 

0,1 ml pu-Glycerinaldehyd (20 mg/ml) 

0,1 ml DPNH (10 mg/ml) 

0,1 ml ATP (50 mg/ml) 

0,2 ml 0,1m MgCl, 

0,1 ml 1m KCl 

0,1 ml 0,1m Phosphoenolpyruvat 

0,01 ml Pyruvatkinase (5 mg/ml) 

0,01 ml Lactatdehydrogenase (5 mg/m/) 

0,05 bzw. 0,1 ml Triosekinase. 

Die Messung erfolgt bei 366 mu gegen eine Kiivette, die an Stelle von Glyce- 
rinaldehyd Puffer enthalt. 

Wie Abb. 3 zeigt, wird bei Zusatz der doppelten Menge Triosekinase 
die doppelte Menge an ADP in der Zeiteinheit gebildet. Inosintriphosphat 
kann Adenosintriphosphat ersetzen, die Aktivitiit des Enzymes ist 
jedoch verringert. 


0,20 
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Abb. 3. ADP-Bildung durch die Trio- 
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Substratspezifitit 
Die von Hers und Kusaka":!2 aus Cytoplasma von Meer- 
schweinchenleber isolierte Enzymfraktion (,,Triokinase‘‘), soll allgemein 
Triosen in Gegenwart von Mg?® und Adenosintriphosphat phosphory- 
lieren. Nach Inkubation dieser Enzymfraktion mit Dihydroxyaceton und 











Bd. 324 (1961) Triosekinase aus Leber 95 


Adenosintriphosphat konnte Hers! einen alkalilabilen Phosphatester 
nachweisen. Hers hat diesen Ester nicht identifiziert, vermutet aber, daB 
es sich um Dihydroxyacetonphosphat handelt. 


a) Phosphorylierung von Dihydroxyaceton 

Mit Hilfe des enzymatisch-optischen Aktivititstestes (DHA-Test) 
und dem von uns dargestellten Enzym konnten wir nachweisen, da8 
Triosekinase Dihydroxyaceton mit ATP zu Dihydroxyacetonphosphat 
phosphoryliert (Abb. 1). 


b) Phosphorylierung von D-Glycerinaldehyd 


Die primaire Bildung von 3-Phospho-D-glycerinaldehyd aus D-Gly- 
cerinaldehyd, ATP und Triosekinase haben wir enzymatisch-optisch 
bestimmt. Der durch Triosekinase entstandene 3-Phospho-D-glycerin- 
aldehyd wird DPN-abhingig mit Hilfe der oxydierenden Girungs- 
fermentreaktion in Gegenwart von Arsenat zu 3-Phospho-D-glycerin- 
siiure oxydiert, die Bildung von DPNH dient als MeBgréBe. Ein Kii- 
vettenansatz ohne Adenosintriphosphat dient als Blindwert, um die be- 
kannte, jedoch langsam verlaufende Direktoxydation des D-Glycerin- 
aldehyds mit Phosphoglycerinaldehyd- Dehydrogenase auszuschlieBen. 

Ausfiihrung der Bestimmung: In eine Kiivette der Schichtdicke 1 cm 
werden in der angegebenen Reihenfolge folgende Substanzen pipettiert: 


2,4 ml 0,05m Triathanolaminpuffer, pH 7,5 

0,05 ml Cystein-hydrochlorid (40 mg/ml) 

0,1 ml 5,4proz. Natriumarsenat 

0,2 ml 0,1m MgCl, 

0,2 ml p-Glycerinaldehyd (20 mg/ml) 

0,1 ml Na,ATP - 3 H,O (krist., 25 mg/ml) 

0,05 ml Phosphoglycerinaldehyd-Dehydrogenase (2 mg/ml) 

0,1 ml Triosekinase. 

Die Messung erfolgt bei 366 mu gegen einen Blindwert, der kein ATP enthalt. 


Wie Abb. 4 zeigt, findet mit D- 





Glycerinaldehyd, ATP und Triosekinase 
im Triosephosphat-Dehydrogenase-Test 
DPNH-Bildung statt. Dagegen wird 





im gleichen Testansatz mit Dihydroxy- a 
aceton als Substrat DPN® nicht | 02 
reduziert. Wi 
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Abb. 4. 3-Phospho-p-glycerinsaéure- Bildung 
durch die Triosekinase-Reaktion im _ ge- 
koppelten enzymatischen Test mit Phospho- 
glycerinaldehyd-Dehydrogenase und Arse- 
nat. Substrat: p-Glycerinaldehyd; MeBgréBe 
ist die DPNH-Bildung. 5 10 


Min. 





























Fritz Heinz und Walther Lamprecht, Bd. 324 (1961) 


96 





Dies zeigt, daB unsere Enzympriparate weitestgehend von Triose- 
phosphat-Isomerase befreit sind und das primaire Reaktionsprodukt beim 
Umsatz von D-Glycerinaldehyd mit ATP und Triosekinase 3-Phospho-D- 
glycerinaldehyd ist. 

c) Substratspezifitat gegen D- und DL-Glycerinaldehyd 

Im besonderen interessierte die Frage, ob Triosekinase auch L-Gly- 
cerinaldehyd zu 3-Phospho-L-glycerinaldehyd mit ATP phosphoryliert. 

L-Glycerinaldehyd stand uns nicht zur Verfiigung, zudem sind di- 
rekte Bestimmungsmethoden fiir evtl. gebildeten 3-Phospho-L-glycerin- 
aldehyd nicht bekannt. Zur Testung bedienten wir uns der spektro- 
photometrischen quantitativen Bestimmung des bei der Triosekinase- 
Reaktion im stéchiometrischen Verhiltnis gebildeten ADP mit Pyruvat- 
kinase und Lactatdehydrogenase. Diese Methode hat auch den Vorzug, da- 
mit unabhangig von der Konfiguration des eingesetzten Substrates zu sein. 

Ausfiihrung der Bestimmung: Gleiche . Kiivettenansitze 
wurden mit gleichen Mengen D- und DL-Glycerinaldehyd beschickt. 
Wird die D- und L-Form des Glycerinaldehyds mit Triosekinase voll- 
stiindig phosphoryliert, so ist zu erwarten, dafi sich in beiden Fallen 
gleiche Mengen an ADP bilden, angezeigt durch gleiche DPNH-Ex- 
tinktionsinderungen. Wird nur eines der beiden optischen Isomeren um- 
gesetzt, so ist zu erwarten, daB im Ansatz mit DL-Glycerinaldehyd nur 
die halbe Menge an ADP entsteht. 

In eine Kiivette der Schichtdicke 1 cm werden in der angegebenen Reihen- 
folge folgende Substanzen pipettiert: 

2,5 ml 0,05m Triathanolaminpuffer, pH 7,6 

0,1 ml DPNH (10 mg/ml) 

0,1 ml Na,ATP +3 HO (krist., 10 mg/m/) 

0,1 ml einer Lésung, enthaltend 0,01m Phosphoenolpyruvat, 1,3m KCl und 

0,4m MgSO, 

0,1 ml 0,001m pL- bzw. p-Glycerinaldehyd 


0,04 ml Lactatdehydrogenase (2 mg/m/) 
0,04 ml Pyruvatkinase (2 mg/ml). 


Nach Umsetzung des im verwendeten ATP enthaltenen ADP wird die Re- 
aktion durch Zugabe von Triosekinase gestartet, die Extinktionsinderung wird 
gegen einen Blindwert gemessen, der keinen Glycerinaldehyd enthalt, um geringe 
durch Verunreinigungen bedingte und ADP-bildende, Reaktionen auszuschlieBen 
(ATP-asen usw.). 

Wie Abb. 5 zeigt, wird bei der Phosphorylierung von DL-Glycerin- 
aldehyd mit Triosekinase und ATP im Vergleich zu einer iiquimolaren 
Menge D-Glycerinaldehyd nur die halbe Menge ADP gebildet. Triose- 
kinase phosphoryliert also mit ATP nur D-Glycerinaldehyd und nicht 
L-Glycerinaldehyd. 

d) Priifung der Substrat-Spezifitit von Triosekinase auf Gly- 
cerin, Glucose, Fructose, D-Glycerat und Glykolaldehyd 

’ Glycerin wird durch Triosekinase und ATP nicht zu L-Glycerin-1- 
phosphat phosphoryliert ; die Priifung erfolgte mit Hilfe des enzymatisch- 
optischen Testes nach Wieland und Suyter®. 
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f MOF =|0,045 


Abb. 5. Umsetzungsgeschwindigkeit von \ zi 

p- und pu-Glycerinaldehyd mit Triose- 0,05 
kinase im gekoppelten enzymatischen 

Test mit Lactatdehydrogenase und 
Pyruvatkinase bei gleicher molarer Sub- 
stratkonzentration (3,25- 10-5m); MeB- 

groBe ist das Verschwinden an DPNH. 
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Ebenso kann durch Triosekinase und ATP nicht D-Glycerat (zu 
2-Phospho-D-glycerat; Testung nach 1.c.'), Glucose oder Fructose 
und Glykolaldehyd phosphoryliert werden. 


Bestimmung der Michaelis-Konstanten 


In Tab. 2 sind die im enzymatisch-optischen Test gefundenen 
Michaelis-Konstanten fiir Dihydroxyaceton, D- und DL-Glycerinaldehyd 
aufgefiihrt. 


Tab. 2. Ku-Werte von Triosekinase fiir Dihydroxyaceton, D- und DL-Glycerine 








aldehyd. 

Substrat Ku 
Dihydroxyaceton . . . 2,0) 107° 
p-Glycerinaldehyd . . 1,25 - 10-4 
pu-Glycerinaldehyd . . 3,3 +1074 


Der fiir DL-Glycerinaldehyd gefundene Wert ist auf Grund der 
gegeniiber D-Glycerinaldehyd gefundenen Spezifitaét zu halbieren. Der 
Wert liegt um ein Geringes héher als der fiir die reine D-Verbindung 
gefundene. 

Diskussion 


In friiheren Arbeiten!.? haben wir die noch offen stehenden Fragen 
nach der Verwertung des D-Glycerinaldehyds im Stoffwechsel der Leber 
ausfiihrlich diskutiert, nachdem wir gefunden hatten, da D-Glycerin- 
aldehyd von Glycerinaldehyd-Dehydrogenase zu D-Glycerinsiure oxy- 
diert wird!. Auch mit der Auffindung einer Glyceratkinase, welche D- 
Glycerat mit ATP zu 2-Phospho-D-glycerat phosphoryliert?, muBten die 
aus dem Jahre 1953 von Hers und Kusaka"™ datierenden Befunde 
offengelassen werden. Unsere Zuriickhaltung haben wir damit begriindet, 
daB die von Hers angereicherte ,,Triokinase“ eine relativ rohe Enzym- 
fraktion darstellt, wie auch die Identifizierung der Reaktionsprodukte in 
Form alkalilabiler und siurelabiler Phosphatester wenig befriedigte. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschr. f. physiol. Chemie. 324 7 
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So ist u. E. die Annahme berechtigt, da die von Hers gewonnene 
,,Triokinase‘‘ Glycerinkinase enthalt, welche bekanntlich L-Glycerin- 
aldehyd mit ATP phosphorylieren kann. Hers hat aus dem Umsatz 
von DL-Glycerinaldehyd, der etwa 90% des Umsatzes vom D-Gly- 
cerinaldehyd betrigt, geschlossen, daB auch L-Glycerinaldehyd von 
,,Triokinase“ phosphoryliert wird. Unsere Enzympriiparate enthalten 
keine nachweisbaren Mengen an Glycerinkinase und unter diesen Be- 
dingungen wird L-Glycerinaldehyd von Triosekinase nicht phosphory- 
liert. 

Bei der Inkubation von ,,Triokinase“ mit D-Glycerinaldehyd und 
ATP hat Hers ferner die Bildung eines siiurelabilen Esters neben dem 
Entstehen eines alkalilabilen Phosphatesters beschrieben. Hers gibt an, 
die Enzymfraktion enthalte Aldolase und Triosephosphat-Isomerase, so 
daB der gebildete 3-Phospho-D-glycerinaldehyd (alkalilabil) mit Triose- 
phosphat-Isomerase zu Dihydroxyacetonphosphat isomerisiert, das mit 
Hilfe der Aldolase-Reaktion mit iiberschiissigem D-Glycerinaldehyd zu 
Fructose-1-phosphat (siéurelabil) kondensiert. Auch dies zeigt, daB die 
,» Lriokinase“‘-Fraktion relativ viel Fremdaktivititen enthalt. 


Mit Dihydroxyaceton als Substrat hat Hers im Inkubationsansatz 
nur das Entstehen eines alkalilabilen Phosphatesters nachgewiesen, 
diesen Ester jedoch nicht identifiziert, aber vermutet, daB es sich um 
Dihydroxyacetonphosphat handelt. 


Um so mehr ist es unser Anliegen, die Ergebnisse von Hers und 
Kusaka in den Vordergrund zu stellen und anzuerkennen; in voller 
Ubereinstimmung bestiitigen wir die Existenz einer ,,Triokinase“. Das 
aus Rinderleber isolierte Enzym phosphoryliert mit ATP D-Glycerin- 
aldehyd zu 3-Phospho-D-glycerinaldehyd und Dihydroxyaceton zu Di- 
hydroxyacetonphosphat. Die von Hers! angenommene Phosphory- 
lierung von L-Glycerinaldehyd trifft dagegen nicht zu. 


Bei der Frage zur Nomenklatur erscheint es uns korrekter, den 
Namen Triosekinase anstelle von ,,Triokinase‘‘ zu gebrauchen, obwohl 
sich dieser seit den Arbeiten von Hers bereits eingebiirgert hat und ob- 
wohl es sicher berechtigter wire, dieses Enzym ,,D-Glycerinaldehyd- 
Kinase“ zu nennen. 


Die Michaelis-Konstante des Enzymes liegt, wie wir gemessen 
haben, fiir D-Glycerinaldehyd zwischen 1,2 und 1,7 - 10-*m, wihrend der 
Wert fiir Dihydroxyaceton 2 - 10-°m betriigt. 


Da Triosekinase D-Glycerinaldehyd, aber nicht L-Glycerinaldehyd, 
jedoch Dihydroxyaceton phosphoryliert, taucht die Frage nach den 
méglichen Bindungsstellen im Enzym-Substrat-Komplex auf. In diesem 
Zusammenhang scheint uns ein Vergleich mit dem Enzym Glycerin- 
kinase von besonderem Interesse zu sein. Aus den Arbeiten von Bublitz 
und Kennedy’ sowie von Wieland und Suyter® wissen wir, daB Gly- 
cerinkinase das ,,optisch inaktive“ Dihydroxyaceton und Glycerin 
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phosphoryliert, das Enzym zeigt jedoch eine Stereospezifitat gegeniiber 
den optischen Antipoden von Glycerinaldehyd, da nur L-Glycerinaldehyd 
und nicht D-Giycerinaldehyd mit ATP umgesetzt wird. Triosekinase 
weist damit eine gewisse Parallelitait auf, denn das Enzym phosphoryliert 
ebenso das optisch ,,inaktive“ Dihydroxyaceton, dagegen nicht L-Gly- 
cerinaldehyd, jedoch ist D-Glycerinaldehyd das ,,eigentliche“‘ Substrat 
der Triosekinase. Auch in den Michaelis-Konstanten der beiden Enzyme 
Glycerinkinase und Triosekinase finden sich Parallelen: Beide Enzyme 
haben zum Dihydroxyaceton, dem ,,nicht physiologischen“ Substrat, 
eine gréBere Affinitit als in einem Falle Glycerinkinase zu Glycerin oder 
im anderen Triosekinase zu D-Glycerinaldehyd. 

Die Bedeutung der Phosphorylierung des D-Glycerinaldehyds, wie 
sie in den Arbeiten von Hers und Kusaka"?? besonders hervorgehoben 
wird, ist fiir die Frage nach dem bevorzugten Stoffwechselweg des D- 
Glycerinaldehyds, beispielsweise im Zuge des Fructoseabbaues der Leber, 
noch keineswegs sichergestellt. Bei der Bekanntgabe der Existenz einer 
,, Triokinase“‘ stand Hers ausschlieBlich der reduktive Weg des Glycerin- 
aldehyds zu Glycerin mit Glycerindehydrogenase* (Leber-Alkohol- 
dehydrogenase*) zur Diskussion. Auch von den meisten Autoren wird 
nunmehr die Reduktion von Glycerinaldehyd auf Grund der groBen 
Michaelis-Konstante des Enzymes zu Glycerin als untergeordnete Re- 
aktionsméglichkeit betrachtet. Erst in den letzten Jahren haben die 
Arbeiten aus unserem Arbeitskreis andere Wege fiir die Verwertung des 
D-Glycerinaldehyds! aufgezeigt. Der Arbeitskreis von Holzer und Mit- 
arbeitern hat inzwischen unsere Ergebnisse weitgehend bestiitigen 
kénnen®, wie auch kiirzlich unsere Angaben experimentell bewiesen 
werden konnten, wonach der Weg D-Glycerinaldehyd -— D-Glycerin- 
siure in der Leber bevorzugt zu sein scheint, denn nach Fructosebelastung 
finden Holzer und Mitarbeiter’® einen etwa 10fachen Anstieg an Gly- 
cerinsiure. 

Untersuchungen iiber das Zusammenwirken aller am Glycerin- 
aldehyd-Stoffwechsel beteiligten Enzyme und Coenzyme, die Verhiilt- 
nisse in vivo betreffend, zur Klirung der Frage nach der tatsichlichen 

7erwertung des D-Glycerinaldehyds sind im Gange. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft haben wir fiir die groBziigige 
Unterstiitzung dieser Arbeiten unseren besonderen Dank auszusprechen. 


Fiir die sorgfaltig durchgefiihrte technische Hilfe danken wir Fraulein In- 
grid Hagenloh. 


Zusammenfassung 
Das Enzym Triosekinase wurde aus Rinderleber isoliert und etwa 
auf das 50fache angereichert. Triosekinase phosphoryliert mit ATP 
D-Glycerinaldehyd zu 3-Phospho-D-glycerinaldehyd und Dihydroxy- 
aceton zu Dihydroxyacetonphosphat; L-Glycerinaldehyd wird nicht 
umgesetzt. 
16 R. Kattermann, U. Dold u. H. Holzer, Angew. Chem. 738, 43 [1961]. 
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Die Michaelis-Konstanten betragen fiir D-Glycerinaldehyd 1,25 - 10-4 
Mol// und fiir Dihydroxyaceton 2,0 + 10-° Mol//. Das Aktivititsmaximum 
der Triosekinase-Reaktion liegt bei pH 7,0. 

Triosekinase phosphoryliert nicht Glycerin, Glucose, Fructose, 
D-Glycerinsiure oder Glykolaldehyd. 

Das Enzym ist identisch mit einer von Hers 1953 beschriebenen 
,,Triokinase“. 


Summary 


Triosekinase has been isolated from bovine liver and purified about 
50-fold. With ATP as the phosphate donor, it phosphorylates D-glyceral- 
dehyde to 3-phospho-D-glyceraldehyde, and dihydroxyacetone to di- 
hydroxyacetone phosphate; L-glyceraldehyde is not attacked. 

The Michaelis constants are 1.25 x10-* mol. per litre for D-gly- 
ceraldehyde and 2.0X<10-5 mol. per litre for dihydroxyacetone. The 
pH-activity optimum is about 7.0. 

Glycerin, glucose, fructose, D-glyceric acid and glycolaldehyde are 
not phosphorylated by triose kinase. 

The enzyme is identical with ,,Triokinase“ (Hers, 1953). 


Priv.-Doz. Dr. Walther Lamprecht, Organisch-Chemisches Institut der 
Techn. Hochschule, Miinchen 2, Arcisstr. 21 und I. Medizinische Klinik der Uni- 
versitat, Miinchen 15, Ziemssenstr. 1. 
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Zur Cholesterin- und Fettséuresynthese in der diabetischen 
Rattenleber 
Von 
Otto Wieland und Ingrid Neufeldt 


Aus dem Klinisch-Chemischen Laboratorium der II. Medizinischen Klinik der Universitit Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. Februar 1961) 


Wihrend iiber die Hemmung der Fettsiiuresynthese aus Acetat und 
anderen Vorstufen beim Diabetes volle Einstimmigkeit herrscht, liegen 
zur Frage der Cholesterinsynthese widersprechende Resultate vor. So 
fanden Brady und Gurin in Versuchen mit Leberschnitten alloxan- 
diabetischer Ratten teils normalen, teils verringerten Einbau von 
Acetat-[#4C] in die Cholesterinfraktion!, wihrend Hotta und Chai- 
koff mit derselben Methode eine betrichtliche Stimulierung der Cho- 
lesterinsynthese beim Diabetes beobachteten?. In letzter Zeit wurden 
von Van Bruggen und Mitarbeitern Experimente vorgelegt, die eine 
itiber 80proz. Hemmung des Acetateinbaues in das Lebercholesterin bei 
diabetischen Ratten zeigen*4. Da diesem Problem fiir das Verstiindnis 
des gestérten Lipoidstoffwechsels und der Cholesterinvermehrung im 
Blut Diabeteskranker grundsitzliche Bedeutung zukommt, haben wir 
die Cholesterinbildung der diabetischen Leber einer neuerlichen Priifung 
unterzogen. Unsere Einbauversuche mit Acetat-[1-“C], iiber die in 
dieser Arbeit berichtet wird, zeigen, da die Biosynthese des Cholesterins 
— im Gegensatz zu der der Fettsiuren — in der diabetischen Rattenleber 
keine Hemmung erfahrt, sondern in normalem Umfang vonstatten geht. 


Methodik 


Versuchstiere und Diabetes 


Fir die Untersuchungen wurden mannliche und weibliche Ratten (Sprague- 
Dawley-Stamm) verwendet, die mit einem Standardfutter (Altromin R, Firma 
Altrogge, Laage, Lippe) ernahrt wurden. Der Diabetes wurde durch Injektion von 
50 mg Alloxan/kg Kérpergewicht in 4proz. Lésung (0,9proz. Kochsalzlésung, mit 
verd. KOH auf pH 6,5 eingestellt) in die Schwanzvene erzeugt. Die Tiere kamen 
nach einem Zeitraum von 27—47 Tagen, wihrend dem sie konstante Diabetessymp- 
tome zeigten, zum Versuch. Sie wiesen dann Blutzuckerwerte von 230—460 mg°, 
(nach 12stdg. Fasten), eine Gewichtsabnahme von 14—28°%, und eine entsprechende 
Glykosurie auf. Alle Tiere wurden bis Versuchsbeginn gefiittert. 


1 R. O. Brady u. 8S. Gurin, J. biol. Chemistry 187, 589 [1950]. 

2 S. Hotta u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 198, 895 [198 52]. 

3 R.K.L. Wong u. J.T. Van Bruggen, J. biol. Chemistry 235, 26 [1960]. 
4 J.C. Elwood u. J. T. Van Bruggen, J. biol. Chemistry 235, 568 [1960]. 
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Herstellung der Leberschnitte 


Die Tiere wurden in flacher Athernarkose durch Scherenschlag dekapitiert, 
entblutet und die Lebern sofort nach Entnahme in eiskalte Krebs-Hydrogen- 
carbonat-Ringer-Lésung® geworfen. Die Herstellung der Gewebeschnitte erfolgte 
auf einer eisgekiihlten Unterlage unter Zuhilfenahme eines Objekttraigers von freier 
Hand mit der Rasierklinge. Je 200 mg (--2 mg) Schnitte wurden auf einer Torsions- 
waage méglichst rasch eingewogen und sofort in die auf Eis gestellten Inkubations- 
gefaBe eingebracht. 


Inkubation und Aufarbeitung der Ansatze 


Alie Versuche wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die Inkubation 
erfolgte in Weithals-Erlenmeyerkélbchen, die mit einfachen Mitteln so ausgestaltet 
wurden, daB das gebildete CO, am Ende des Versuches leicht aufgefangen werden 
konnte (vgl. Abbildung). Die Ansatze enthielten 2 m/ Krebs-Hydrogencarbonat- 
Ringer-Lésung> und 2,5—3 uMol Natriumacetat-[1-'4C] (spezif. Aktivitat etwa 
50000 Imp. + Min.~! - wMol-1) und wurden nach Zugabe der Leberschnitte 5 Min. 
mit Carbogen (95°, O,, 5% CO,) durchstrémt. Nach 3stdg. Schiitteln im Warburg- 
Thermostaten bei 37° wurden die Ansatze auf Eis gestellt und mit einer Injektions- 
spritze 0,5 ml 2n NaOH in den Trog und 0,5 ml 2n H,SO, in den Hauptraum jedes 
GefaBes injiziert. Zur quantitativen CO,-Absorption lieBen wir die Proben weitere 
60 Min. bei Zimmertemperatur schiitteln, fallten dann durch Zusatz von 1 ml 
12proz. BaCl,-Losung und wuschen den Niederschlag dreimal mit Wasser aus. Zur 
Messung der Radioaktivitét wurde das Bariumcarbonat in 30proz. NaCl-Lésung 
auf ein Endvolumen von 5 ml suspendiert, ein abgemessenes Volumen dieser Sus- 
pension nach heftigem Verrithren (durch die hohe NaCl-Konzentration wird die 
rasche Sedimentation des Niederschlages verzégert) abgesaugt und nach Waschen 
mit Wasser und Aceton/Ather 1: 1 die Strahlung des auf dem Filter dispergierten 
BaCO,-Riickstandes mit einem Endfenster-Zahlrohr gemessen®. 


Inkubationsgefa8 mit Abfangvorrichtung fiir CO,. 
1: Weithals-Erlenmeyer- Kélbchen, etwa 15 ml Inhalt. 
Durch den Gummistopfen 2 wird ein am Ende zur 
offenen Kugel ausgeblasenes Glasréhrchen 3 gefiihrt, 
in welches nach Beendigung des Versuches durch die 
Gummikappe 4 die Lauge zur CO,-Absorption mit 
einer Injektionsspritze gefiillt wird. Das andere, eben- 
falls dicht verschlossene Réhrchen 5 dient zum Ein- 
bringen der Schwefelsiure. Nach Abfangen des CO, 
kann der Inhalt der Kugel einfach durch die obere 
Rohréffnung abgegossen und weiterverarbeitet werden. 





Aufarbeitung der Leberschnitte 


Die Schnitte wurden mit Wasser abgespiilt, nach Zusatz von 2 ml 10n KOH 
durch kurzes Erhitzen im kochenden Wasserbad aufgeschlossen und nach Zugabe 
von 2 ml 96proz. Athanol in zugeschmolzenen Kjeldahl-Kélbchen iiber Nacht im 
Trockenschrank bei 130° hydrolysiert. 

5 H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 

6 P.C.Zamecnik, I.D.Frantz, jr., R.B.Loftfield u. M.L.Ste- 
phenson, J. biol. Chemistry 175, 299 [1948]. 
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Aus den alkalischen Hydrolysaten extrahierten wir die unverseifbare Fraktion 
durch dreimaliges mechanisches Schiitteln (10 Min.) mit je 10 mi Petrolaéther (Sdp. 
30—50°), wuschen die vereinigten Extrakte 3mal mit Wasser und engten unter 
Stickstoff auf wenige Milliliter ein. Zur Abtrennung des Squalens wurde der 
Petrolatherextrakt auf eine Al,O,-Saule aufgetragen und mit 10° Benzol in Petrol- 
ather eluiert’. Das Cholesterin kommt mit Aceton/Ather 1: 1 * anschlieBend von 
der Saéule’?, wird nach Einengen in 3 ml Aceton/Alkohol 1:1 gelést und nach 
Zusatz von 1 Tropfen 10proz. Essigsiure mit Digitonin (2 ml 0,5proz. Digitonin in 
50proz. Athanol) gefallt*. Nach Stehenlassen iiber Nacht bei Zi immertemperatur in 
verschlossenem GefaB wird der Niederschlag abzentrifugiert und in 5 ml Aceton/ 
Ather 1:1 suspendiert. 2 ml dieser Aufschwemmung wurden abgesaugt und die 
Radioaktivitat des Digitonides auf dem Filter gemessen’. Die restlichen 3 ml 
dienten fiir die kolorimetrische Cholesterinbestimmung’®. 

Zur Isolierung der h6heren Fettsauren wurde der Ansatz nach Entfernung 
des unverseifbaren Anteils mit 5x H,SO, auf etwa pH 3 (Umschlag Methylrot) 
angesaiuert und dreimal mit Petrolither, wie oben beschrieben, extrahiert. Die ge- 
sammelten Extrakte wurden mit 0,01n Essigsiure und Wasser ausgeschiittelt, ein- 
geengt und die Radioaktivitat aliquoter Mengen auf Aluminiumplattchen aus- 
gezihlt. Die Bestimmung der Fettsiuren erfolgte durch Mikrotitration?°. 

Die Radioaktivitatsbestimmungen fiihrten wir mit einem Endfensterzahlrohr 
(FHZ 15a, Massenbelegung 1—1,2 mg/cm?) in Verbindung mit dem Strahlungs- 
meBgerat FH 49 — beides Firma Frieseke & Hépfner, Erlangen — durch. 


Reagentien 


Natriumacetat-[1-“4C] (spezif. Aktivitat 22,9 ~C/mg) wurde von der Kern- 
reaktor GmbH, Karlsruhe, bezogen. Alle iibrigen Reagenzien waren analysenreine 
Praparate der Firma E. Merck, Darmstadt. 


Ergebnisse und Diskussion 


Aus unseren Versuchen, deren Ergebnisse in der Tabelle zusammen- 
gestellt sind, ergibt sich eine iiber 90proz. Hemmung des Acetateinbaues 
in die hbheren Fettsauren bei den diabetischen Tieren. Dieser Befund 
stimmt mit den Ergebnissen anderer Autoren, die teils in Schnittver- 
suchen® 11, teils in solchen mit Leberhomogenaten!? gewonnen wurden, 
voll iiberein. Demgegeniiber konnten wir beim Cholesterin keine Ver- 
ainderung der Acetat-Inkorporierung feststellen; vielmehr sind die Ein- 
bauraten bei den Diabetesratten und den Kontrolltieren nahezu iden- 
tisch. Dementsprechend verhilt sich auch das Squalen, dessen MC- 
Markierung beim Diabetes nicht in signifikanter Weise vom Normalwert 
abweicht. Was schlieBlich das CO, betrifft, so zeigt sich auch hier kein 
sicherer Unterschied, wenngleich es den Anschein hat, als ob der 1C- 
Einbau bei den diabetischen Lebern etwas héher liege. Eine leicht ge- 


7 N. L. R. Bucher, K. McGarrahan, E.Gould u. A. V. Loud, J. biol. 
Chemistry 234, 262 [1959]. 

8 J. D. Frantz, jr., H.S. Schneider u. B. T. Hinkelman, J. biol. Che- 
mistey 206, 465 [1954]. 

® W. M. Sperry u. M. Webb, J. biol. Chemistry 187, 97 [1950]. 

10 V. P. Dole u. H. Meinertz, J. biol. Chemistry 235, 2595 [1960]. 

11 §.8. Chernick u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 188, 389 [1951]; 
R. O. Brady, F. D. Lukensu.8. Gurin, ebenda 1938, 459 [1951]. 

12 W.N. Shaw, F. Dituri u. S. Gurin, J. biol. Chemistry 226, 417 [1957]; 
M. D. Siperstein u. V. Fagan, J. clin. Invest. 37, 1196 [1958]. 
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steigerte CO,-Bildung aus Acetat wurde beim Diabetes auch von 
anderen Autoren beobachtet und entweder als Ausdruck einer erhéhten 
Acetatverbrennung” oder als Folge einer geringeren Verdiinnung des 
radioaktiven Acetates durch einen herabgesetzten endogenen Acetyl- 
CoA- bzw. Acetatvorrat‘ gedeutet. Die Voraussetzung fiir die zuletzt 
genannte Vorstellung scheint jedoch nicht gegeben, da der Bestand der 
diabetischen Leber an Acetyl-CoA1*14 und Acetat!® keineswegs ver- 
mindert ist. 


Einbau von Acetat-[1-14C] in Leberlipoide und CO,. 






































Z Fettsauren Cholesterin Squalen | co, 
u- 
stand | 1Mol 4C- nMol #*C- nMol #4C-Einbau 
Datum |" Ger | Einbau pro | “ a Einbau pro aa pro 200 mg Leber 
Tiere* | 200 mg Leber Pep = 200mg Leber | ited pro Stde. 
pro Stde. pro Stde. | 
27.1 K 54,7 _— 11,8 1,41 0,59 354 
D 4,8 _— 19,9 1,30 0,17 421 
2. 2. K 100,3 -— 17,0 1,42 1,14 270 
D 21,7 — 14,7 1,27 0,87 358 
22. 2. K 134,0 80,5 16,0 1,14 0,54 421 
D . 8,8 58,5 10,8 2,00 0,59 500 
14. 3 K 98,0 55,2 14,2 0,74 1,52 333 
D 4,3 20,3 17,3 1,35 0,36 502 
18.3 K 131,3 64,6 35,4 1,30 0,82 414 
D 5,6 55,1 5,4 1,20 0,22 352 
9. 5. K 219,3 62,8 32,0 1,23 2,12 384 
D 8,8* 62,0 41,7 1,19 1,99 447 
16. 5 K 43,3 60,5 10,9 1,46 1,30 472 
D 10,9 52,7 17,3 1,27 1,12 435 
29. 2. K 143,0 58,5 20,1 1,78 0,59 330 
Hy 2,3 208,5 0,9 1,50 | 0,12 189 
7. 3. K 149,0 68,6 23,4 1,00 0,33 426 
Hyg 17,8 139,0 3,6 1,46 0,00 400 
Mx 117,8 64,4 20,1 1,25 0,99 378 
Mp 9,5 49,7 18,2 1,37 0,76 431 
Differenz (°%)}| —92 —23 —9,4 +9,5 | —23 +14 
P <0,001 0,05 nicht signifikant (P >0,1) 
* K = Kontrolltiere; D = diabetische Tiere; H,, Hungerratte, 66 Stdn. gefastet; H,, = 


Hungerratte, 48 Stdn. gefastet. 


18 QO. Wieland, G. Léffler, L. Weiss u. I. Neufeldt, Biochem. Z. 333, 
10 [1960]. 

4H. Biihring u. J. Kiihnau, Klin. Wschr. 14, 694 [1960]; L. WeiB, Disser- 
tation, Univ. Miinchen, 1961. 
15 (.). Wieland u. I. Neufeldt, unver6ffentlicht. 
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Mit den vorliegenden Ergebnissen, die das Fehlen einer Veriinderung 
des Acetateinbaues in das Lebercholesterin beim Diabetes deutlich 
machen, liBt sich auch das Verhalten von Enzymen, die an der Bio- 
synthese des Cholesterins maBgeblich beteiligt sind, gut in Einklang 
bringen. So konnten wir vor kurzem zeigen, daB das Enzym HMG-CoA- 
Reduktase, welches die die Cholesterinsynthese einleitende, TPNH- 
abhingige Reduktion von /-Hydroxy-f-methyl-glutaryl-Coenzym A 
(HMG-CoA) katalysiert!*1!’, in diabetischen Leberextrakten normale 
Aktivitit aufweist}*. Es ist in diesem Zusammenhang interessant, daB 
das gleiche Enzym dagegen beim Hungertier praktisch vollstiindig aus 
der Leber verschwindet!* 17, Dies entspricht der hochgradigen Unter- 
driickung des Acetateinbaues in das Lebercholesterin in Gewebe- 
schnitten!® oder fraktionierten Homogenaten’ hungernder Ratten, die 
auch aus unseren Versuchen (vgl. Tabelle) hervorgeht. 

Unsere Ergebnisse stehen im Widerspruch sowohl zu den Beob- 
achtungen von Wong und Van Bruggen’, die eine Hemmung der 
Cholesterinsynthese aus Acetat gefunden haben, als auch zu den Experi- 
menten von Hotta und Chaikoff?, die umgekehrt tiber eine Stimu- 
lierung dieses Prozesses beim Diabetes berichten. Bei den erst- 
genannten Versuchen handelt es sich allerdings um Untersuchungen am 
xanztier, so daB methodische Unterschiede zur Erklirung der Diskrepanz 
herangezogen werden kénnten. Diese Méglichkeit scheidet bei der Be- 
urteilung der Ergebnisse von Hotta und Chaikoff aus, da ihre 
Experimente ebenfalls mit Leberschnitten durchgefiihrt wurden. Es wire 
deshalb daran zu denken, daB die Auswahl verschiedener Rattenstiimme 
(hier: Sprague-Dawley, dort: Long-Evans) fiir das Zustandekommen der 
voneinander abweichenden Resultate verantwortlich ist. Foster und 
Siperstein’® konnten allerdings auch mit Long-Evans-Ratten die 
Befunde von Hotta und Chaikoff nicht sicher bestiitigen. Mit Sprague- 
Dawley-Ratten kamen die gleichen Autoren zu dem Ergebnis, dal} von 
42 diabetischen Tieren ungefihr je ein Drittel eine Steigerung, Vermin- 
derung oder keine Anderung der Cholesterinsynthese der Leber zeigte. 
Dieses uneinheitliche Verhalten von Versuchstieren des gleichen Stammes 
ist schwer zu verstehen und macht die Interpretation aller iibrigen Be- 
funde, die bei der Bearbeitung dieses Problems gewonnen wurden, noch 
schwieriger. In Untersuchungen an der isolierten, durchstrémten dia- 
betischen Rattenleber fanden Haft und Miller?® keine Veriinderung 
oder teilweise Hemmung der Cholesterinsynthese aus Acetat, jedoch 


16 J. J. Ferguson, jr., J. F. Durr u. H. Rudney, Federation Proc. 17, 219 
[1958]; J. Knappe, E. Ringelmann u. F. Lynen, Biochem. Z. 882, 195 [1959]. 

17, N. L. R. Bucher, P. Overath u. F. Lynen, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 40, 491 [1960] 

18 G. M. Tomkins u. I. L. Chaikoff, J. biol. Chemistry 196, 569 [1952]; 
T. T. Hutchens, J.T. Van Bruggen, R. M. Cockburn u. E. 8S. West, ebenda 
208, 115 [1954]. 

19 D. W. Foster u. M. D. Siperstein, Amer. J. Physiol. 198, 25 [1960]. 

20 D. E. Haft u. L. L. Miller, Amer. J. Physiol. 192, 33 [1958]. 
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keine Steigerung. In Anbetracht der bisher vorliegenden Beobachtungen 
erscheint es uns nicht gerechtfertigt, das Zustandekommen der dia- 
betischen Hypercholesterinimie grundsatzlich als Folge einer gesteigerten 
Cholesterinproduktion der Leber zu erkliren, wie dies von anderer Seite 
geschehen ist?. Der erhéhte Cholesterinspiegel im Blut kénnte vielleicht 
eher mit einer Verringerung der Abbaugeschwindgikeit zusammen 
haingen, wie Untersuchungen iiber den Umsatz des Cholesterins bei 
Alloxanratten erkennen lassen”!. 

Das unterschiedliche Betroffensein von Fettsiure- und Cholesterin- 
synthese beim Diabetes liBt sich aus der Tatsache verstehen, daB beide 
Prozesse schon vom Acetyl-CoA an auf getrennten Bahnen verlaufen. 
Das folgende Schema gibt einen Uberblick iiber die derzeit herrschenden 
Vorstellungen : 





Fettsauren Fettsauren Cholesterin 
t t A 
; | 
,Fettsiiure- ‘ 
Synthetase“ d Squalen 


| 
| | 


| c { 


. HMG-CoA- 
Reduktase 











a 
Malonyl-CoA Acetyl-CoA ————————~> HMG-CoA 
Acetyl-CoA- 4 HMG-CoA-kon- 
Carboxylase dens. Enzym 
f Thiokinase 
Acetat 


Es wurde schon erwahnt, daB Reaktion b beim Diabetes unveraindert 
ist}*. Die Schritte a}* und f?? weisen in der diabetischen Leber eine er- 
hohte Aktivitaét auf ebenso einige Enzyme des oxydativen Fettsaure- 
abbaues (Fettsiurecyclus, e)*3. Dagegen wurden in jiingster Zeit im 
Bereich der Fettsiuresynthese Hemmungen bestimmter Enzyme bzw. 
Enzymsysteme aufgedeckt, die sich sowohl auf die im Cytoplasma ab- 
laufenden Reaktionen c und d*: 25 als auch auf das partikelgebundene, 
TPNH-abhiingige ,,reduzierende Enzym des Fettsiurecyclus“ er- 
strecken*6, 


Diese Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft, Bad Godesberg, und des Bundesministeriums fiir Atom- 
kernenergie und Wasserwirtschaft, durchgefiihrt. 


21 R. K. L. Wong u. J. T. Van Bruggen, J. biol. Chemistry 285, 30 [1960]. 

22 §. Numa, pers6nliche Mitteilung. 

23 QO. Wieland, D. Reinwein u. F. Lynen, Biochem. Probl. of Lipids, 
8. 155, Butterworths Scient. Publ., London 1956. 

*4 U. Henning, F. Lynen, O. Wieland u. I. Neufeldt, 1. Europ. Sympos. 
fiir Medizinische Enzymologie, Mailand, Marz 1960, im Druck; D. M. Gibson u. 
D. D. Hubbard, Biochem. biophys. Res. Commun. 8, 531 [1960]. 

25 QO. Wieland, I. Neufeldt, S. Numa u. F. Lynen, in Vorbereitung. 

*° K. J. Matthes, S. Abraham u. I. L. Chaikoff, Biochim. biophysica 
Acta [Amsterdam] 37, 180 [1960]; J. biol. Chemistry 235, 2560 [1960]. 
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Zusammenfassung 


In Versuchen mit Rattenleberschnitten wurde das umstrittene 
Problem der Cholesterinsynthese beim Diabetes nachgepriift. Dabei 
zeigte sich, daB der Einbau von Acetat-[1-!4C] in das Lebercholesterin 
diabetischer Tiere in normalem Umfange erhalten ist, wihrend die Fett- 
siuresynthese auf weniger als ein Zehntel des Kontrollwertes absinkt. 
Diese im Schnittversuch erhobenen Befunde decken sich mit dem Ver- 
halten der am jeweiligen SyntheseprozeB maBgeblich beteiligten Enzyme. 
Die Vorstellung einer Uberproduktion von Cholesterin als Ursache der 
diabetischen Hypercholesterinimie kann somit nicht geteilt werden. 


Summary 


The controversial problem of cholesterol synthesis in diabetes has 
been tested in experiments with rat liver slices. The incorporation of 
[1-14C]-acetate into the liver cholesterol of diabetic animals is normal, 
while fatty acid synthesis sinks to less than one tenth of the normal 
controls. These findings agree with the behaviour of the rate-determining 
enzymes of the synthetic processes. Thus the concept of the over-pro- 
duction of cholesterol as a cause of diabetic hypercholesterolaemia 
cannot be supported. 


Professor Dr. Otto Wieland, II. Medizinische Universitatsklinik, Miinchen 15, 
ZiemssenstraBe 1. 
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Stoffwechsel von 2-Hydroxy-éstradiol-(178) und 2-Methoxy- 
éstradiol-(178) in Geweben des Menschen und der Ratte! 


Von 
R. Knuppen, H. Breuer und Gerta Pangels 


Aus der Chemischen Abteilung der Chirurgischen Universititsklinik und Poliklinik Bonn 
(Direktor: Prof. Dr. A. Giitgemann) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Dezember 1960) 


Im Jahre 1957 berichteten Kraychy und Gallagher? erstmals 
iiber die Isolierung eines phenolischen Steroids, das durch die Anwesen- 
heit einer Methoxygruppe in Position 2 des Steroidmolekiils gekenn- 
zeichnet ist; nach Injektion von Ostradiol-(17 f)-[16-“C] isolierten die 
Autoren aus dem Urin von Patientinnen mit Mamma-Carcinom radio- 
aktiv markiertes 2-Methoxy-éstron. Engel, Bagget und Carter?® 
machten die Beobachtung, daB 2-methoxylierte phenolische Steroide 
vom quantitativen Standpunkt aus keineswegs eine untergeordnete 
Rolle spielen; so erschienen etwa 8°% der mit Ostradiol- (17 P) injizierten 
Radioaktivitét im Urin als 2 Mothoxy -6stron. Inzwischen konnten 
Fishman und Gallagher‘ auch 2-Methoxy-éstriol als Metabolit von 
Ostradiol-(17 8) inr Urin des Menschen nachweisen, wihrend Loke und 
Marrian? die Isolierung von 2-Methoxy-édstron aus dem Schwangeren- 
urin gelang. 

Das Vorkommen 2-methoxylierter Ostrogene ist nicht auf den 
Menschen beschrankt. Auch die Rattenleber ist in der Lage, Ostriol zu 
2-Methoxy-éstriol umzuwandeln®’. 

Uber den genauen Reaktionsverlauf, der zur Bildung von 2-meth- 
oxylierten Ostrogenen fiihrt, liegen bisher keine Untersuchungen vor. 
Gewisse Anhaltspunkte ergeben sich jedoch aus den Arbeiten von Arm- 
strong und Mitarbeitern§, wonach Adrenalin und Noradrenalin zu 
3-Methoxy-4-hydroxy-mandelsiure metabolisiert werden. Wie J. Axel- 
rod und Mitarbeiter® feststellten, ist an der Bildung dieses Stoffwechsel- 


1 Vorlaufige Mitteil.: H. Breuer u. R. Knuppen, Naturwissenschaften 47, 
280 [1960]. 
2 §. Kraychy u. T. F. Gallagher, J. Amer. chem. Soc. 79, 754 [1957]; 
J. biol. Chemistry 299, 519 [1957]. 
3 L. L. Engel, B. Bagget u. P. Carter, Endocrinology 61, 113 [1957]. 
4 J. Fishman u. T. F. Gallagher, Arch. Biochemistry 77, 511 [1958]. 
5 K. H. Loke u. G. F. Marrian, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
213 [1958]. 
6 R. J. B. King, Biochem. J. 74, 22 P [1960]. 
7 H. Breuer, R. Knuppen u. H. Schriefers, diese Z. $19, 136 [1960]. 
8 M.D. Armstrong u. A.McMillan, Federation Proc. 16, 146 [1957]; 
M. D. Armstrong, A. MeMillan u. K. N. F. Shaw, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 25, 422 [1957]. 
® J. Axelrod, Science [New York] 126, 400 [1957]; J. Axelrod, S.Senoh 
u. B. Witkop, J. biol. Chemistry 288, 697 [1958]; J. Axelrod u. R. Tomchick, 
ebenda 283, 702 [1958]. 
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produktes eine Sauerstoff-Methyl-Transferase beteiligt, welche die Uber- 
tragung der Methylgruppe auf eine der beiden phenolischen Hydroxyl- 
gruppen der Brenzcatechinamine katalysiert ; das Enzym konnte in einer 
Vielzahl von Geweben nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse legten die 
Vermutung nahe, daB auch die Bildung 2-methoxylierter Ostrogene 
durch Methylierung entsprechender 2-hydroxylierter Verbindungen er- 
folgt. Hinweise fiir die Richtigkeit dieser Annahme ergeben sich aus zwei 
kiirzlich veréffentlichten Mitteilungen: King® isolierte nach Inkubation 
von Ostriol mit Leberschnitten der Ratte neben 2-Methoxy-éstriol als 
weiteres Stoffwechselprodukt 2-Hydroxy-éstriol, wihrend L. R. Axel- 
rod und Mitarbeiter!® nach Infusion von 2-Hydroxy -ostradiol-( (17) 
beim Menschen 2-Methoxy-éstron im Urin nachwiesen. 

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, daB 2-Hydroxy-éstradiol- 
(178) durch verschiedene Gewebe des Menschen und der Ratte in Gegen- 
wart von S-Adenosyl-methionin in relativ guter Ausbeute zu 2-Methoxy- 
éstradiol-(17 8) umgewandelt werden kann. Der Umsatz von 2-Methoxy- 
dstradiol-(178) wurde quantitativ verfolgt und mit demjenigen von 
Ostradiol-(17 f) verglichen, um festzustellen, ob durch die 2-Methoxy- 
gruppe der Abbau des Steroidmolekiils zu nicht-phenolischen Reaktions- 
produkten begiinstigt wird. 


Ergebnisse 


Isolierung und Identifizierung 
von 2-Methoxy-éstradiol-(17f) 

200 mg Rattenleber-Schnitte wurden mit 200 ug 2-Hydroxy-éstradiol- 
(178) und 200 ug S-Adenosyl-methionin (California Corporation for Bio- 
chemical Research, Los Angeles 63) in 5 ml glucosehaltiger (20 mMol/l) Krebs- 
Phosphatlésung fiir 30 Min. in Luft bei 37° inkubiert. Schnitte und Lésungen 
wurden mit Ather/Chloroform extrahiert und die Extrakte von 15 Versuchsan- 
sitzen (entsprechend 3,0 g Lebergewebe) vereinigt. Nach dem Eindampfen wurde 
der Extraktriickstand im System Benzol/Petrolather/Methanol/Wasser 33 : 66 : 80:20 
papierchromatographiert und die dem 2-Methoxy-éstradiol-(17 6) zukommende Po- 
sition (Ry-Wert 0,76—0,81) mit Methanol eluiert. Der Riickstand des Eluats wurde 
in 2ml warmem Benzol gelést und auf eine Al,O,-Siule (Woelm, neutral, Akt. 
rag gebracht. Zunachst wurde mit 20 mi Benzol (Vorlauf), dann mit 40 ml 

, Athanol in Benzol eluiert. Mit 20 bis 40 ml wurde eine Substanz eluiert (etwa 
2 a, die durch Mikrosublimation in kristalliner Form erhalten wurde. 


Die Kristalle zeigten unter dem Mikroskop einen Schmelzpunkt von 
184—186°, der mit demjenigen von authentischem 2-Methoxy-ést- 
radiol-(17/) identisch war. Die Substanz ergab bei der Kober-Reaktion 
eine rotviolette Farbe mit einem Maximum bei 545 my, das fiir 2-meth- 
oxylierte Ostrogene charakteristisch ist®. Die Absorptionskurve bei der 
Schwefelsiure-Wasser-Reaktion hatte Maxima bei 374 und 476 my und 
entsprach derjenigen von authentischem 2-Methoxy-éstradiol-(17 #). Das 
IR-Spektrum der Substanz war mit dem von 2-Methoxy -6stradiol-(17 £) 
identisch. 


10 rs R. Axelrod, P. N. Rao u. J. W. Goldzieher. Arch. Biochem. Bio- 
physies 87, 152 [1960]. 
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Biogenese von 2-Methoxy-éstradiol-(17f) in Geweben des 
Menschen und der Ratte 


Nachdem 2-Methoxy-éstradiol-(17 #8) als Metabolit von 2-Hydroxy- 
éstradiol-(17 6) in der Rattenleber isoliert und identifiziert worden war, 
wurde die Biogenese der 2-Methoxy-Verbindung auch in anderen Or- 
ganen der Ratte sowie in Geweben des Menschen untersucht. Die Er- 
gebnisse sind in Tab. 1 zusammengefaBt. Der zeitliche Verlauf der Bil- 
dung von 2-Methoxy-éstradiol-(176) in Leberschnitten des Menschen 
und der Ratte ist in Abb. 1 dargestellt. 


Tab. 1. Biogenese von 2-Methoxy-éstradiol-(17/) aus 2-Hydroxy-éstradiol-(17 £) 
nach Inkubation mit Schnitten verschiedener Organe des Menschen und der Ratte. 
200 mg Gewebeschnitte wurden mit 200 4g 2-Hydroxy-éstradiol-(178) in 5 ml 
Krebs-Phosphatlésung, die als Substrate Glucose (20 mMol//) und 200 wg (0,38 «Mol) 
S-Adenosyl-methionin enthielt, 30 Min. bei 37° in Luft inkubiert. Die quantitative 
Bestimmung von 2-Methoxy-éstradiol-(17 £) erfolgte mit Folin-Ciocalteus Reagenz 
nach vorangegangener Papierchromatographie im System Formamid/Monochlor- 
benzol bzw. mit der Kober-Reaktion nach vorangegangener Chromatographie an 
Al,O,. Die Zahl der Versuche ist in Klammern angegeben. 
































Gebildete Menge 
Organ 2-Methoxy-éstradiol-(17 8) in ug 
; Mensch | Ratte 
Leber. 2,8 (3) 5,3 (3) 
Milz 1,5 (3) 2,0 (2) 
Niere. ... 3,0 (3) 5,7 (3) 
Placenta : 1,0 (3) — 
Uterus . .«. .. 0,8 (2) 
6 
jae 
| - 
a ‘ 
olf || \ 
; \ 

/ Abb. 1. Zeitlicher Verlauf der Bildung von 
2-Methoxy-éstradiol-(17f) aus 2-Hydroxy- 
éstradiol-(17) nach Inkubation mit Leber- 

2 schnitten des Menschen (°) und der Ratte 
(e). Reaktionsbedingungen siehe Tab. 1. 
Jeder Punkt der Kurve ist ein Mittelwert 

aus 2 Bestimmungen. 
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Wie aus Tab. 2 hervorgeht, findet eine nennenswerte Methylierung 
von 2-Hydroxy-éstradiol-(17 8) nur dann statt, wenn S-Adenosyl-methio- 
nin als Cofaktor zugegeben wurde. Der alleinige Zusatz von Methionin 
hatte keine Wirkung, wihrend in Gegenwart von Methionin und Adeno- 
sintriphosphorsiure (ATP) eine geringe Methylierung beobachtet wurde. 


Tab. 2. Enzymatische Methylierung von 2-Hydroxy-éstradiol-(17 6) durch Leber- 
schnitte der Ratte. 

200 mg Leberschnitte wurden mit 200 ug 2-Hydroxy-éstradiol-(17) in 5 ml glu- 
cosehaltiger (20 mMol/l) Krebs-Phosphatlésung 30 Min. bei 37° in Luft inkubiert. 
Die quantitative Bestimmung von 2-Methoxy-éstradiol-(17 8) erfolgte mit Folin- 
Ciocalteus Reagenz nach vorangegangener Chromatographie im System Formamid/ 
Monochlorbenzol bzw. mit der Kober-Reaktion nach vorangegangener Chromato- 
graphie an Al,O,. Die Zahl der Versuche ist in Klammern angegeben: 











Gebildete Menge 
Zusatz 2-Methoxy-éstradiol-(17 f) 
in ug 
MERGE: ee eae A Hee) esd a went <0,2 (2) 
100 ug Methionin. ........ <0,2 (2) 
100 wg Methionin + 150 ug ATP. . 0,5 (2) 
100 ug S-Adenosyl-methionin. . . . 5,3 (3) 
200 ug S-Adenosyl-methionin. . . . 4,9 (3) 


Vergleichende Untersuchungen iiber den Abbau von 

2-Methoxy-éstradiol-(17f) und Ostradiol-(17£) 

Um festzustellen, ob der Abbau des phenolischen Steroidmolekiils 
zu nicht-steroiden Reaktionsprodukten durch die Anwesenheit der 
2-Methoxygruppe erleichert wird, wurde das Verhalten von Ostradiol- 
(178) und 2-Methoxy-éstradiol-(178) bei der Inkubation mit Leber- 
schnitten der Ratte unter identischen Bedingungen untersucht. Abb. 2 
zeigt, da der Abbau der beiden Steroide durch Leberschnitte praktisch 
mit gleicher Geschwindigkeit erfolgte. 


30 








Abb. 2. Umsatz von 2-Methoxy- 
éstradiol-(178) (¢) und Ostradiol- \ 
(178) (e) nach Inkubation mit 
Leberschnitten der Ratte. 200mg 4 
Gewebeschnitte wurden mit 30 ug 
Steroid in 5 ml _ glucosehaltiger 10 _ 
(20 mMol/l) Krebs-Phosphatlésung 
bei 37° in Luft inkubiert. Die 
quantitative Bestimmung erfolgte 
mit Folin-Ciocalteus Reagenz. Jeder in” 
Punkt der Kurve ist ein Mittelwert 
aus 3 Bestimmungen. 15 30 45 60 
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Diskussion 


Die Isolierung von 2-Methoxy-éstradiol-(17) nach Inkubation von 
2-Hydroxy-éstradiol-(178) mit Geweben des Menschen und der Ratte 
1iBt den SchluB gerechtfertigt erscheinen, da die Biogenese von 2-meth- 
oxylierten phenolischen Steroiden iiber die entsprechenden 2-hydroxy- 
lierten Vorstufen verliuft. Diese Feststellung wird durch den Umstand, 
daB 2-hydroxylierte Ostrogene im Urin des Menschen bisher noch nicht 
nachgewiesen werden konnten, keineswegs eingeschriinkt. Da die 2-Hy- 
droxyverbindungen sehr alkaliempfindlich sind, diirfte ihr Nachweis 
wesentlich gréBere Schwierigkeiten bereiten als die Isolierung der bisher 
bekanntgewordenen, mit Ausnahme von 16/-Hydroxy-éstron relativ 
stabilen phenolischen Steroide; auBerdem ist damit zu rechnen, daB die 
2-Hydroxyverbindungen infolge der ubiquitiren Verbreitung der 
O-Methyl-Transferase rasch methyliert werden und somit eine nur 
geringe stationire Zwischenstoffkonzentration erreichen. King® hat in 
einer vorlaufigen Mitteilung iiber die gleichzeitige Bildung von 2-Hy- 
droxy-dstriol und 2-Methoxy-éstriol nach Inkubation von Ostradiol-(17 £) 
mit Rattenleberschnitten berichtet. Dieser Befund sowie der Nachweis 
von 2-Methoxy-éstron im Urin des Menschen nach Infusion von 2-Hy- 
droxy-éstradiol-(17 6)!° sprechen ebenfalls fiir die Biogenese der 2-Meth- 
oxy-Ostrogene aus‘den 2-Hydroxyverbindungen. 

Die enzymatische Methylierung von 2-Hydroxy-éstradiol-(17 /) ist 
nicht auf die Leber beschriinkt. Sie konnte auch in der Niere, Milz, 
Placenta und im Uterus festgestellt werden. Damit ergeben sich auf- 
fallende Parallelen zu der von Axelrod und Tomchick’® in zahlreichen 
Organen nachgewiesenen O-Methyl-Transferase, die phenolische Hy- 
droxylgruppen in Brenzcatechinaminen methyliert. Als Methyldonator 
fungiert in beiden Fallen S-Adenosyl-methionin, das durch Methionin 
alleine nicht ersetzt werden kann. Erst wenn Methionin und ATP zu 
gleicher Zeit zugefiigt werden, findet eine Methylierung in geringem 
Umfange statt; offenbar wird in der Leber, wie Cantoni! gezeigt hat, 
aus beiden Verbindungen S-Adenosyl-methionin gebildet. 

Quantitative Bestimmungen und die daraus gezogenen Schlub- 
folgerungen haben bei Versuchen mit Gewebeschnitten einen wesentlich 
begrenzteren Aussagewert als bei Verwendung gereinigter Enzyme und 
Enzympriparationen. Im Falle der Schnittversuche ist infolge der An- 
wesenheit anderer Enzyme immer mit einer weiteren Umsetzung der 
entstandenen Verbindung zu rechnen, wiihrend bei isolierten Enzymen 
das Reaktionsprodukt im allgemeinen nicht mehr verindert wird. Die 
Schwierigkeit der quantitativen Interpretation wird deutlich am Bei- 
spiel des zeitlichen Verlaufs der Methylierung von 2-Hydroxy-éstradiol- 
(17) in Leberschnitten des Menschen und der Ratte. Hier scheint 
lediglich der SchluB erlaubt, daB die Bildung und der Abbau von 2-Meth- 
oxy-6stradiol-(178) in der Rattenleber schneller abliuft als in der 


1G. L. Cantoni, J. biol. Chemistry 204, 403 [1953]. 
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menschlichen Leber. Aus den oben angefiihrten Griinden ist auch ein 
Vergleich der vorliegenden Befunde mit den Angaben von Axelrod und 
Tomchick® iiber die Aktivitét der O-Methyl-Transferase in verschie- 
denen Organen und bei verschiedenen Species kaum méglich. 

Die Vermutung, daB die 2-Methoxygruppe den enzymatischen 
Abbau des Steroidmolekiils im Ring A begiinstigt, konnte an Ratten- 
leberschnitten nicht bestiatigt werden. Unter identischen — und darum 
vergleichbaren — Versuchsbedingungen verlief die Umwandlung von 
Ostradiol-(178) und 2-Methoxy-éstradiol-(17f) zu nicht-phenolischen 
Substanzen praktisch gleich schnell. Demnach scheint die Methoxy- 
lierung das Steroidmolekiil weniger fiir den Angriff von Desmolasen vor- 
zubereiten als vielmehr seinen 6strogenen Wirkstoffcharakter? zu iindern. 
Die Frage, ob die Methoxygruppe dariiberhinaus einen EinfluB auf die 
Konjugierung des Steroidmolekiils mit Glucuronsiure bzw. Schwefel- 
siure hat, bedarf weiterer Untersuchungen. 

AbschlieBend sei auf einen Unterschied im Verhalten von Ostradiol- 
(178) und Ostriol bei der Inkubation mit Leberschnitten der Ratte hin- 
gewiesen. Wihrend aus Ostriol stets 2-Methoxy-éstriol gebildet wurde’, 
konnte nach Inkubation von Ostradiol-(17£) kein 2-Methoxy-éstradiol- 
(178) nachgewiesen werden. Da 2-Hydroxy-éstradiol-(178) leicht zur 
2-Methoxyverbindung methyliert wird, liegt die Vermutung nahe, daB 
der beobachtete Unterschied durch eine verschieden starke 2-Hydroxy- 
lierung von Ostriol bzw. Ostradiol-(17 8) bedingt ist. 

Die vorliegende Untersuchung wurde mit Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft durchgefiihrt. Herrn Priv.-Doz. Dr. H. Schriefers, 
Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat Bonn, sind wir fiir die Aufnahme 
und Interpretation der IR-Spektren zu Dank verpflichtet. Herrn Prof. Dr. 
G. C. Mueller, University of Wisconsin, danken wir fiir die Mitteilung unveréffent- 


lichter Daten iiber 2- und 4-Hydroxy-éstradiol-(17 8). Frl. Margitta Behm und 
Herrn O. Haupt danken wir fiir ihre Mitarbeit bei den Versuchen. 


Beschreibung der Versuche 


Darstellung von 2-Hydroxy-éstradiol-(17/): Die Synthese dieser Ver- 
bindung wurde erstmals 1955 von Mueller!” erwahnt, ohne da8 bisher experi- 
mentelle Einzelheiten veréffentlich worden sind. Wir verwendeten zur Darstellung 
ein Zwischenprodukt der von Fishman# beschriebenen Synthese von 2-Methoxy- 
éstradiol. Inzwischen haben Axelrod und Rao die Verbindung auf einem an- 
deren Weg erhalten. Nach Abschlu8 unserer praparativen Arbeiten berichtete 
Coombs} in einer kurzen Mitteilung iiber die Synthese von 2-Hydroxy-éstrogenen, 
die in den wesentlichen Schritten der unsrigen entspricht. 


a) 2-Hydroxy-éstradiol-17f8-monoacetat: 800 mg 3-[2-Benzoyl-4- 
nitro-phenyl]-ather des 2-Hydroxy-éstradiol-178-monoacetats® wur- 
den 1 Stde. mit 20 ml Piperidin in Stickstoffatmosphare unter RiickfluB gekocht. 
Nach dem Erkalten wurde das Reaktionsgemisch mit 200 ml Benzol versetzt und 


12 G. C. Mueller, Nature [London] 176, 127 [1955]. 

13 J, Fishman, J. Amer. chem. Soc. 80, 1213 [1958]. 

14 L,. R. Axelrod u. P. N. Rao, Chem. and Ind. 46, 1454 [1959]; P. N. Rao 
u. L. R. Axelrod, Tetrahedron 10, 144 [1960]. 

15 M. M. Coombs, Nature [London] 188, 317 [1960]. 
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die Lésung mit verd. Schwefelsiure und mit Wasser gewaschen. Nach dem Ab- 
dampfen wurde ein gelbes Ol erhalten, das nach zweimaligem Umkristallisieren aus 
Benzol/Petrolather 350 mg farblose Kristalle vom Schmp. 182,5—184,5° lieferte. 


b) 2-Hydroxy-éstradiol-(17f): 300mg 2-Hydroxy-éstradiol-17£- 
monoacetat wurden in 20 m/ Methanol und 5 mil 5n H,SO, 3 Tage unter Stickstoff 
bei Zimmertemp. stehen gelassen. Das mit Wasser verd. Verseifungsgemisch wurde 
mit Essigséure-athylester extrahiert. Der Essigester-Riickstand kristallisierte nach 
Umilésen aus Essigester/Petrolather in farblosen Nadeln vom Schmp. 161,5—162,5°. 


ce) 2-Hydroxy-éstradiol-(17f)-triacetat: 100mg 2-Hydroxy-ést- 
radiol-(178) wurden mit 2 ml trockenem Pyridin und 3 ml Acetanhydrid iiber 
Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Nach Extraktion und Umkristalli- 
sation aus Athanol wurden 110 mg farblose, perlmuttartig glanzende Platten vom 
Schmp. 166,5—167° erhalten. 


Amax (Athanol) 271 my (log e = 3,01), 277 mu (log e = 2,99) 
Amin (Athanol) 250 mu (log e = 2,41), 275 n ma (log e« = 2,96) 


Co4H 390, (414,5) Ber. C 69,54 H7,30 
Gef. C 69,27 H 7,31 


Das IR-Spektrum des Triacetats zeigte folgende Hauptbanden: 5,64 wu, 5,79 mu, 
6,65 uw, 7,26 w, 7,34 uw, 7,75 uw, 8,0 uw, 8,3 uw, 8,5 bu. 


Tiere und Gewebe: Als Versuchstiere dienten weibliche Sprague-Dawley- 
Ratten im Gewicht von 100—130 g. Die Zeit zwischen der Entnahme des Leber- 
gewebes und Versuchsbeginn betrug 10 Min., bei menschlichem Lebergewebe 
(Operationsmaterial) etwa 15 Min. Die Gewebeschnitte wurden nach Deutsch?® 
hergestellt. Alle Inkubationen wurden in glucosehaltiger (20 mMol/l) Krebs-Phos- 
phatlésung? durchgefihrt. 


Aufarbeitung der Ansatze: Inkubationslésungen und Schnitte wurden mit 
Ather/Chloroform 3:1 extrahiert und die Extraktriickstande in den Systemen Form- 
amid/Monochlorbenzol oder Benzol/Petrolather/Methanol/Wasser 33:66:80:20 
chromatographiert. 


Jinzelheiten iiber die Papierchromatographie, die Technik der Mikro- 
sublimation und die Schmelzpunktbestimmung sind friher mitgeteilt 
worden ?}8, 


Die IR-Spektroskopie wurde mit der K Br-Mikrotechnik (KBr-Pressling 
1x6 mm; Substanzmenge 30—50 wg) im Bereich von 2—16 «4 am Beckman-Infra- 
rot-Spektrophotometer IR 5 durchgefiihrt. 


Farbreaktionen: Die optimalen Reaktionsbedingungen der Kober-Re- 
aktion fiir 2-Methoxy-éstradiol-(17 8) wurden nach Nocke!® ermittelt. Sie waren: 
1. Phase 1,9 ml 70proz. Schwefelsiure, Erhitzungsdauer 10 Min.; 2. Phase 
1,3 ml Wasser, Erhitzungsdauer 5 Min. Die Ablesung erfolgte bei 505, 545 und 
585 mu. Die Messung der Absorptionsspektren der Kober-Reaktion und der 
Schwefelsaure-Wasser-Reaktion2° wurde in 10-mm-Kiivetten in einem Beckman- 
Spektralphotometer Modell DU durchgefiihrt. 


16 W. Deutsch, J. Physiology 87, 56 P [1936]. 

17 H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 

18 H. Breuer u. G. Pangels, diese Z. $22, 177 [1961]. 

19 W. Nocke, Biochem. J. 78, 593 [1961]. 

20 W. Dirscherl u. F. Zilliken, Naturwissenschaften 31, 349 [1943]; 
W. Dirscherl u. H. Breuer, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. [Wien] 
6, 287 [1954]. 
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Quantitative Bestimmung: Im Gegensatz zu den nicht-methoxylierten 
phenolischen Steroiden ergibt 2-Methoxy-éstradiol-(17 6) bei der Kober-Reaktion 
eine rotviolette Farbe (Maximum bei 545—550 my), die 4uBerst empfindlich gegen 
Spuren von Verunreinigungen ist. Nach Elution von besonders vorgereinigten, 
nichtimpragnierten oder mit Formamid impragnierten Papierchromatogrammen 
lieferte 2-Methoxy-éstradiol-(17) trotz Filtration des Eluates durch eine Glas- 
fritte®! stets eine uncharakteristische Gelbfarbung, die kein Maximum im Bereich 
von 540—550 my aufwies und deshalb zur quantitativen Auswertung ungeeignet 
war. Bessere Ergebnisse wurden erhalten, wenn der steroidhaltige Eluatriickstand 
in Ather aufgenommen und die atherische Lésung nacheinander mit Schwefelsaure, 
Hydrogencarbonatlésung und Wasser gewaschen wurde. Nach dem Abdampfen des 
Athers ergab der Riickstand haufig, aber nicht regelmaBig die typische rotviolette 

Farbe bei der Kober-Reaktion. Nachdem in einer friiheren Arbeit? gefunden worden 
war, daB eine befriedigende Reinigung von 2-Methoxy-éstriol an Celite-Saiulen 
erzielt werden kann, wurden entsprechende Versuche auch mit 2-Methoxy-ést- 
radiol-(17) unter Verwendung des Systems Benzol/Petrolather/Methanol/Wasser 
17:33:40:10 durchgefiihrt; die Celite-Saulen (6 g Celite 535, Saulendurchmesser 
10 mm) wurden mit 3 m/ schwerer Phase impragniert. Bei einer Fraktionierung von 
1,5 ml je Fraktion wurde 2-Methoxy-éstradiol-(17 f) in der 6. bis 8. Fraktion eluiert. 
Die Farbe der Eluate bei der Kober-Reaktion zeigte das fiir 2-Methoxy-éstrogene 
typische Maximum. Da die Celite-Séulen zu ihrer Herstellung einen relativ groBen 
Zeitaufwand erfordern und aus diesem Grunde fiir quantitative Reihenunter- 
suchungen wenig geeignet sind, wurde die Reinigung der 2-Methoxy-éstradiol-(17 /)- 
Fraktionen an Al,O,-Séulen (Woelm, neutral, Akt. II—III) vorgenommen. Nach 
einem Vorlauf von 20 ml Benzol wurde 2-Methoxy-éstradiol-(17 8) mit 20—40 ml 
(0,5°, Athanol in Benzol eluiert. Es wurden stets rotviolette Farben mit dem Maxi- 
mum bei 545 my erhalten. 

Um die Aufarbeitung gréBerer Ansatze weiter zu erleichtern, wurde in den 
spateren Versuchen die direkte quantitative Bestimmung von 2-Methoxy-éstradiol- 
(17) auf den Papierchromatogrammen mit Folin-Ciocalteus Reagenz®? vorge- 
nommen. Zu diesem Zweck wurde folgendes Verfahren ausgearbeitet: Die steroid- 
haltigen Extraktriicksténde wurden zunachst im System Formamid/Monochlor- 
benzol vorchromatographiert und die gewiinschten Positionen eluiert. Die Eluat- 
riickstiénde wurden auf 31,43,8cm groBe Papierstreifen (Schleicher & Schiill 
2043a Mgl) aufgetragen und 1] Stde. im System Formamid/Monochlorbenzol chro- 
matographiert. Die Streifen wurden 3 Stdn. bei 80—90° getrocknet, durch eine 
waBrige Lésung (Verdiinnung 1:10) von Folin-Ciocalteus-Reagenz (Merck, Darm- 
stadt) gezogen, zwischen Filtrierpapier abgepreBt, fiir 1 Min. in ein 50-1-GefaB, das 
50 ml einer 24proz. NH;-Lésung enthielt, eingehangt und dann wiederum 1 Stde. 
bei 90° getrocknet. Die so angefirbten Papierstreifen wurden unter Zuhilfenahme 
des Elphor-Transpavac-Gerates * im Vakuum mit Transparenzfliissigkeit behandelt, 
zwischen zwei Glasplatten blasenfrei eingelegt und im Elphor-Hand-Auswertegerat 
unter Verwendung des OG 2 Gelbfilters densitometrisch ausgewertet. Die erhal- 
tenen Extinktionskurven wurden mit dem Elphor-Spezialplanimeter ausgemessen. 
Im Bereich von 0,5—15 ug 2-Methoxy-éstradiol-(17 #) zeigten die Eichkurven stets 
Linearitat (Abb. 3). Die Fehlerbreite der Methode betrug bei 2 ug Steroid +4%,, 
bei 5 ug und bei 10 ug +2°%, (berechnet aus je 10 Einzelbestimmungen). Da die 
absolute Hohe der Gesamtextinktionen fiir eine gegebene Menge Steroid je nach den 
Versuchsbedingungen etwas schwanken kann, empfiehlt es sich, bei jedem Versuch 
eine Kontrollbestimmung mit 2 verschiedenen Steroidkonzentrationen durchzu- 
fiihren. Die beschriebene Methode eignet sich auch zur quantitativen Bestimmung 
anderer phenolischer Steroide. Voraussetzung ist, daB keine Streifenbildung auf den 
sie cmnabiani stattfindet. 

- initias. Dr. Bender & Dr. Hobein, Miinchen. 

21H. Breuer u. L. Nocke, Acta endocrinol. 29, 489 [1958]. 

22 QO. Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 73, 627 [1927]. 
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Zusatz b. d. Korr.: Kirzlich berichteten L. R. Axelrod und J. W. Gold- 
zieher (J. clin. Endocrinol. Metabolism 21, 211 [1961]) iiber die Transmethylie- 
rung von 2-Hydroxyéstrogenen durch menschliche Gewebe. Die Autoren inkubier- 
ten Leberbrei mit 2-Hydroxy-éstradiol-(17) in Gegenwart von Methionin, DPN®, 
TPN®, DPNH und ATP, konnten jedoch keine Bildung von 2-Methoxy-éstradiol- 
(178) nachweisen. Dieses negative Ergebnis ist darauf zuriickzufiihren, daB durch 
die Freisetzung der ATPase im Leberbrei eine rasche Hydrolyse des zugesetzten 
ATP stattfindet und somit nicht mehr geniigend S-Adenosyl-methionin aus ATP 
entsteht. Da S-Adenosyl-methionin ein notwendiger Cofaktor fiir die Methylierung 
ist, wird bei ungeniigendem Angebot dieser Verbindung kein 2-Methoxy-éstradiol- 
(178) gebildet. Inkubiert man dagegen Leberbrei mit 2-Hydroxy-éstradiol-(17/) 
und S-Adenosyl-methionin, so kann 2-Methoxy-éstradiol-(17/) in etwa gleicher 
Menge wie in den Schnittversuchen nachgewiesen werden. Demnach ist der nega- 
tive Befund von L. R. Axelrod und Goldzieher durch die unzulangliche Ver- 
suchsanordnung und nicht etwa, wie die Autoren annehmen, durch eine Sonder- 
stellung des Lebergewebes bedingt. 


Zusammenfassung 


Nach Inkubation von 2-Hydroxy-éstradiol-(17 6) mit Leberschnitten 
der Ratte in Gegenwart von S-Adenosyl-methionin wurde 2-Methoxy- 
éstradiol-(17f) isoliert und durch Bestimmung des Schmelzpunktes, 
durch das Verhalten bei der Papier- und Siulenchromatographie, durch 
die Absorptionskurven bei der Kober-Reaktion und bei der Schwefel- 
siiure-Wasser-Reaktion sowie durch das IR-Spektrum identifiziert. Die 
Biogenese von 2-Methoxy-éstradiol-(17 ) aus 2-Hydroxy-éstradiol-(17 /) 
wurde ebenfalls in der Leber, der Niere, der Milz und der Placenta des 
Menschen sowie in der Niere, der Milz und dem Uterus der Ratte be- 
obachtet. Der Abbau von 2-Methoxy-éstradiol-(17 8) und Ostradiol-(17 f) 
in der Rattenleber zu nicht-phenolischen Verbindungen verlief mit 
gleicher Geschwindigkeit. 
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Es wird die Synthese von 2-Hydroxy-éstradiol-(178) und des Tri- 
acetats beschrieben. Ferner wird ein einfaches Verfahren zur direkten 
quantitativen Bestimmung von 2-Methoxy-éstradiol-(17) auf dem 
Papierchromatogramm mit Hilfe von Folin-Ciocalteus-Reagenz an- 
gegeben. Die Methode, die auch auf andere phenolische Steroide an- 
wendbar ist, hat im Bereich von 0,5—15 ug einen Fehlerbereich von 
+2 bis +4%. 

Summary 


Incubation of 2-hydroxyoestradiol-176 with rat liver slices in the 
presence of S-adenosylmethionine resulted in the formation of a phenolic 
metabolite. This was isolated and identified as 2-methoxyoestradiol-17 6 
by its melting point, paper and column chromatography, the absorption 
curves of the Kober reaction and the sulfuric acid water reaction, and 
the infra red spectrum. The biogenesis of 2-methoxyoestradiol-17 8 from 
2-hydroxyoestradiol-17 8 was also observed in human liver, spleen, kidney 
and placenta, and in the kidney, spleen and uterus of the rat. 

2-Methoxyoestradiol-17 6 and oestradiol-17 8 were degraded to non- 
phenolic products at equal rates, 

The synthesis of 2-hydroxyoestradiol-17 and of the triacetate is 
described. A simple method for the direct quantitative estimation of 
2-methoxyoestradiol-178 on paperchromatograms is also given; it is 
based on location with Folin-Ciocalteus reagent and measurement of the 
blue colour densimetrically. The method can also be applied to the 
quantitative determination of other phenolic steroids and shows an 
error of not more than +2 to +4% in the range 0.5—15 yg of steroid. 


Priv.-Doz. Dr. H. Brewer, Chemische Abteilung der Chirurgischen Uni- 
versitatsklinik Bonn-Venusberg. 











Bd. 324 (1961) 


Wirkung von Schilddriisenhormonen und Dinitrophenol 
auf den Phosphatstoffwechsel 
von Human- und Hiihnererythrocyten in vitro 
Von 


Roland Schauer* und Giinther Hillmann 


Aus dem Chemischen Laboratorium der Medizinischen Universititsklinik und Poliklinik Tiibingen, 
Direktor: Prof. Dr. H. Bennhold 


(Der Schriftleitung zugegangen am 22. Dezember 1960) 


Wir untersuchten den Einflu8 von verschiedenen Thyréoideahormonen und 
Dinitrophenol auf den Glucose- und Phosphatstoffwechsel von Human- und Hiih- 
nererythrocyten wahrend kurzfristiger Inkubation in synthetischen Nahrmedien 
zur Priifung eines primaren Effektes der Thyreoideahormone (ohne Latenzzeit) in 
annahernd physiologischen Konzentrationen. 


Die gewaschenen Human- und Hiihnererythrocyten wurden in Ringer-Glu- 
cose-Phosphat-Lésung (Glucose: 150 mg%%, Phosphat: 5-10~* Mol/l; 1 wC *P 
pro m/) 60 Min. bei 38° im Warburg-Apparat unter Luft inkubiert. Die Hormon- 
bzw. Dinitrophenol-Konzentration im Inkubationsmedium betrug 10~® Mol/l (Her- 
stellung der Thyreoideahormone nach 1. c.1). Der Sauerstoff-Verbrauch wurde nach 
]. ¢.2 gemessen. Nach der Inkubation wurden die abzentrifugierten Erythro- 
cyten 4mal mit dem 10fachen Vol. eiskalter 0,9proz. Kochsalzlésung gewaschen. 


Die saureléslichen Phosphate (rasche Extraktion mit 20proz. eiskalter Tri- 
chloressigsiure) wurden in dem System Isopropylalkohol/Isobutanol/Aceton/30 proz. 
Ameisensaure 1 : 1 :2:3% chromatographiert. Die ausgeschnittenen radioaktiven ATP- 
und Orthophosphat- Banden (lokalisiert mit dem Radiopapierchromatographen FH 
452 und dem Zahlgerat FH 49 der Fa. Frieseke & Hépfner) wurden 10 Min. in je 6 ml 
In HCl auf 100° erhitzt. Nach kolorimetrischer Bestimmung des Phosphats* wurde 
die Radioaktivitét im Butanol-Benzol-Extrakt mit dem Halogenzahlrohr im Zahl- 
gerat FH 90 gemessen. Die spezifische Aktivitat (Imp./Min pro ug P) des ATP 
wird als Mittelwert der spezif. Aktivitat des P? und P” angegeben. — Die spezif. 
Aktivitét des P? betragt bei Humanerythrocyten 85—90%, (vgl. 1. c.5 und eigene 
Untersuchungen) und bei Hihnererythrocyten 65—70°%, der spezif. Aktivitat des 
P”’. — Milchsaure, Brenztraubensaure und Glucose in der Inkubationsflissigkeit 
wurden mit den Biochemica-Test-Kombinationen der Fa. Boehringer gemessen. 
Der Gehalt der Erythrocyten an Natrium, Kalium und Calcium wurde mit dem 
Flammenphotometer ,,Eppendorf‘ bestimmt, Magnesium nach l. c.°. 


* Teil einer Inaugural-Dissertation; Medizinische Fakultat der Eberhard- 
Karls- Universitat Tiibingen. 

1 G. Hillmann, Z. Naturforsch. 11b, 419 [1956]. 

2 O. Warburg, F. Kubowitzu. W. Christian, Biochem. Z. 242, 170 [1931]. 

3 W. Kunz u. W. Schmid, Z. Naturforsch. 12b, 743 [1957]. 

4H. Weil-Malherbe u. R. H. Green, Biochem. J. 49, 286 [1952]. 

5 E. Gerlach, A. Fleckenstein, E. Gross u. K. Liibben, Pfliigers Arch. 
ges. Physiol. Menschen Tiere 266, 528 [1958]. 
6 M. Orange u. H. C. Rhein, J. biol. Chemistry 189, 379 [1951]. 
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Priifung der Adenosintriphosphatase-Aktivitat der Schatten’ 
von Humanerythrocyten unter dem EinfluB von Thyreoideahor- 
monen und Dinitrophenol: Die Schatten wurden durch Digitoninhamolyse 
und Waschen in 0,9proz. Kochsalzlésung (zur Entfernung des Hamoglobins) ge- 
wonnen und 15—30 Min. bei 37° in dem 4fachen Vol. Ringer-Lésung mit 100m¢°%, 
ATP und mit L-Trijodthyronin, Tetrajodthyreoessigsiure und Dinitrophenol in 
Konzentrationen von 10 ® und 10~® Mol/l inkubiert. Nach Ausfallen der Schatten 
mit Trichloressigsiure wurde der Uberstand in dem oben angefiihrten System* 
chromatographiert, die ATP-, ADP- und AMP-Banden mit In HCl eluiert und 
spektrophotometrisch bei 260 mu bestimmt. 

Die spezif. Aktivitat des zellularen Orthophosphats war bei Hiihnererythro- 
cyten in allen Versuchen gréBer als die des ATP (P’), wahrend bei Humanerythro- 
cyten die spezif. Aktivitat des zellularen Orthophosphats unter der des ATP lag. 

Die Wirkungen von L-Trijodthyronin, L- und p-Thyroxin, Tetrajodthyreo- 
essigsiure, Thyroxamin und Dinitrophenol auf die **P-Aufnahme und auf die re- 
lative spezif. Aktivitat (= spezif. Aktivitat in Prozent der spezif. Aktivitaét des 
Phosphats im Inkubationsmedium am Ende der Inkubationszeit) des ATP und des 
zellularen Orthophosphats von Human- und Hihnererythrocyten sind in der Ab- 
bildung zusammengestellt. 


Human- E. 


Tl 
Till 


Kontrolle -Trijod- 0-Thy- t-Thy- Tetrayod- Thyrox- Dinitra- 
thyronin roxin  —roxin_—ithyreo- = amin phenol 
essigsaure 


Radioaktivitat von Human- und Hiihner-Erythrocyten (weiBe Saulen), relative 
svezif. Aktivitat des ATP (P? + P’; schwarze Saulen) und des Orthophosphats 
(schraffierte Saulen). 

Darstellung der Werte in Prozent des Kontrollansatzes nach 60 Min. Inkubation 
mit Jodthyroninen und Dinitrophenol in 10~® m Konzentration. 
























































7. Herberts, J. cellular comparat. Physiol. 47. 11 [1956]. 
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Die eingezeichneten Werte stellen Mittelwerte aus jeweils 2—3 analogen Ver- 
suchsreihen dar. Die GréBe der beobachteten Effekte konnte jedoch wegen der ge- 
ringen Zahl an Versuchen noch nicht statistisch gesichert werden; die durchschnitt- 
liche Streuung betrug 9 + 5%. Die einzelnen Jodthyronine und Dinitrophenol 
wirkten in jedem Ansatz gleichartig; die GréBe der Effekte schwankte aber teil- 
weise zwischen 5 und 10% ,was zum Teil auf die Verwendung von Erythrocyten 
verschiedener Individuen zuriickgefiihrt werden mu8. L-Trijodthyronin und u-Thy- 
roxin besaBen jedoch eindeutige Wirkungen auf die Phosphataufnahme und auf die 
relative spezif. Aktivitaét des ATP. Besonders auffallig waren dabei der gegensatz- 
liche EinfluB des L-Trijodthyronins bei den verschiedenen Erythrocytenarten, und 
der Effekt des t-Thyroxins, das bei Hiihnererythrocyten die spezif. und die relative 
spezif. Aktivitit des ATP betrachtlich erhéhte, ohne die Phosphataufnahme zu be- 
einflussen, sich bei Humanerythrocyten aber wenig wirksam erwies. Wahrend p- 
Thyroxin bei beiden Zellarten den Phosphatumsatz hemmte, zeigte Thyroxamin 
einen stimulierenden Effekt. Die Phosphataufnahme wurde bei Hiihnererythrocyten 
auch noch bei einer L-Trijodthyronin-Konzentration von 10-7 Mol/l gehemmt. Bei 
derselben Trijodthyronin-Konzentration wurde bei friiheren Untersuchungen an 
Humanerythrocyten in Ubereinstimmung mit unseren Befunden eine Erhéhung 
des **P-Austausches im saiurelabilen Phosphat festgestellt®. 


Der Gehalt an ATP und an Orthophosphat in den Erythrocyten aus den ver- 
schiedenen Versuchsansatzen zeigte gegeniiber der Kontrolle keine Veraénderungen. 
(Diese Beobachtung entspricht in-vivo-Versuchen®.) Demnach hat sich nur der 
Phosphatumsatz unter dem EinfluB der Schilddriisenhormone wahrend der kurzen 
Expositionszeit von 60 Min. geandert. 


Bei unseren Untersuchungen konnte wahrend der Beobachtungszeit von 
60 Min. niemals ein Anstieg im Sauerstoffverbrauch bei Hiihnererythrocyten be- 
obachtet werden. Der Milchséure-, Brenztraubensiure- und Glucosegehalt im In- 
kubationsmedium von Human- und Hiihnererythrocyten, sowie der Gehalt 
an Natrium, Kalium, Calcium und Magnesium in den Erythroyten, zeigte ebenfalls 
keine Unterschiede gegeniiber dem Kontrollansatz. 


Nach den angefiihrten Untersuchungen war eine entkoppelnde Wirkung der 
Thyreoideahormone auf dje oxydative Phosphorylierung nicht nachweisbar (bei 
Taubenerythrocyten entkoppelnde Wirkung von 10-4 m Thyroxin, s. 1. ¢.!°). 


Der verminderte bzw. gesteigerte ®*P-Austausch, vor allem unter dem EinfluB 
von Trijodthyronin und Thyroxin ohne Verainderung des Energiestoffwechsels, 
wird von uns als Einflu8 auf die Phosphatpermeation bzw. auf Transphosphory- 
lierungsprozesse, welche am Phosphattransport beteiligt sein kénnten!, gedeutet. 
(Kine direkte Wirkung der Thyreoideahormone auf die Phosphataufnahme war 
bereits von anderen Autoren® * yvermutet worden.) 


Es ware denkbar, daB, in Analogie zu den Beobachtungen von Lehninger 
und Ray iiber die Schwellung von Mitochondrien durch Thyroxin, Thyreoidea- 
hormone auch auf die Zellhiillen durch Beeinflussung der Struktur bzw. struktur- 
gebundener Enzyme wirken. 


Ein EinfluB von t-Trijodthyronin, Tetrajodthyreoessigsiure und Dinitrophe- 
nol auf die Adenosintriphosphase-Aktivitit der Schatten von Humanerythrocyten 
konnte nicht nachgewiesen werden. 


8 A. M. Ermans u. P. A. Bastenie, Nature [London] 188, 679 [1959]. 

® D. M. Greenberg, J. Fraenkel-Conrat u. M. B. Glendening, Federa- 
tion Proc. 6, 256 [1947]. 

10 K. Gerlach u. K. Liibben, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 
269,.520 [1959]. 

11 R. Schauer u. G. Hillmann, diese Z., im Druck. 

2 A, L. Lehninger u. B. L. Ray, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
26, 643 [1957]. 
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Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Gewah- 
rung einer Sachbeihilfe. 
Zusammenfassung 


Verschiedene Schilddriisenhormone (10-® Mol/l) zeigten einen teils stimulie- 
renden, teils hemmenden Einflu8 auf den **P-Austausch von Human- und Hiihner- 
erythrocyten. Eine Anderung des Energiestoffwechsels wurde nicht beobachtet. 


Summary 


Various thyroid hormones (10~¢ m) stimulate or inhibit the **PO 7° exchange 
of human and chicken erythrocytes, but do not alter the energy metabolism. 


Doz. Dr. G. Hillmann, Chemisches Laboratorium der Medizinischen Univer- 
sitdts-Klinik und Poliklinik Tiibingen, Liebermeisterstrape 12. 
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Versuche zur Phenylketonurie beim Kaninchen 


Vorlaufige Mitteilung* 
Von 
R, Ammon 
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit des Saarlandes in Homburg/Saar 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Mirz 1961) 


Die Fellingsche Erkrankung ist bekanntlich dadurch charakterisiert, daB sie 
zur Entwicklung einer Schwachsinnsform (Oligophrenia phenylpyruvica) fiihrt, die 
die Erkrankten in der Regel bis an ihr Lebensende anstaltsbediirftig macht, und 
die als fiihrendes Symptom das vermehrte Auftreten von Phenylbrenztraubensaure 
im Harn (Phenylketonurie) erkennen laBt!. 


Der Morbus-Felling ist den vererbbaren primaren konstitutionellen Enzymo- 
pathien? zuzurechnen, wobei der Stoffwechsel des Phenylalanins betroffen ist. Es 
kommt daher auch zur Anhaufung dieser Aminoséure in Blut und Harn. 


Wird die Krankheit friihzeitig erkannt (mit der einfachen FeCl,-Reaktion), so 
lassen sich die Folgeefscheinungen des angeborenen Defektes wesentlich mildern, 
wenn die Patienten mit einer Diat, die arm an Phenylalanin ist, ernahrt werden’. 


Diese Tatsache legte den Gedanken nahe, zu priifen, ob sich das Krankheits- 
bild im Tierversuch durch Uberschwemmung des wachsenden Organismus mit Phe- 
nylalanin erzeugen laBt. 


ts interessierte uns, zu entscheiden, ob die Oligophrenia der Fellingschen 
Krankheit mit dem genetisch bedingten Enzymblock in direktem Zusammenhang 
steht, oder, ob der sich entwickelnde Schwachsinn die Folge der Phenylalanin- 
bzw. Phenylbrenztraubensaure-Uberschwemmung des Organismus ist. 


Diese Frage lag fiir uns um so naher, als im Institut eine Methode zum pa- 
pierchromatographischen Nachweis von Ketosiuren im Harn entwickelt und das 
Auftreten sehr kleiner Mengen von Phenylbrenztraubenséure auch im Harn ge- 
sunder Menschen und normaler Tiere festgestellt wurde*. Mit dieser Methode wurde 
auch der Harn von 2 Knaben gepriift, die in einer Heilanstalt mit Hilfe der FeCl,. 
Probe als Follingkranke erkannt und eingehend klinisch untersucht werden konn. 
ten. Wir haben ferner diese Methode benutzt, um eine Aussage iiber das Vorkom, 

* Die Ergebnisse dieser Versuche wurden am 31. 10. 1960 auf dem General 
Meeting of the Japanese Biochemical Society in Tokyo erstmalig vorgetragen; sie 
werden in japanischer Sprache im Tagungsbericht veréffentlicht. 

1 A. Félling, diese Z. 227, 169 [1934]; A. Félling, K. Clossu. Th. Gamnes, 
diese Z. 256, 1 [1938]. 

2 R. Ammon, Regensb. Jb. arztl. Fortb. IV, 1 [1956]. 

3-H. Bickel, J. Gerrard u. E. M. oe Acta paediatrica [Uppsala] 
43, 69 [1954]; M. D. Armstrong u. F. A. Tyler, J. clin. Inv og 84, 565 [1955]. 

4 R. Ammon u. U. eens: diese Z. 306, 214 [1957]; U. Henning u. R. 
Ammon, diese Z. 306, 221 [1957]. 

5 M. Wassmuth, Dissertat. Univ. d. Saarlandes, Homburg/Saar 1957; Ann. 
Univers. Sarav., Medizin, VI, 184 [1958]. 
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men von Ketosduren in der menschlichen Placenta zu machen®, wobei friihere Ver- 
suche iiber den Nachweis von Vitamin C in der Placenta’? und im menschlichen 
Harn wieder aufgenommen wurden. 

Als Versuchstiere wurden Kaninchen gewahlt, da diese seit Jahrzehnten dem 
Verf. in ihrer Verhaltensweise bekannt sind und daher die Hoffnung bestand, daB 
neben der Priifung auf die Phenylketonurie auch tierpsychologische Veraénderungen 
erkannt werden kénnen. 

Eine Gruppe von 4 mannlichen und 5 weiblichen Kaninchen erhielt taglich 
intravenése bzw. subcutane Injektionen von DL-Phenylalanin fiir die Dauer von 
etwa 4 und etwa 9 Wochen. Nach der Kopulation wurde diese Behandlung nur bei 
den weiblichen Tieren wahrend der Schwangerschaft (etwa 4 Wochen) und bis zum 
AbschluB der Laktationsperiode fortgesetzt (etwa 4 Wochen). 

Die folgende Tabeile enthalt die Daten fiir 5 Tiere. Die Einzeldosis an pDL- 
Phenylalanin betrug bei intravendser Injektion 131 mg und 261 mg bei subcutaner 
Injektion. 


Versuchsanordnung fiir die Behandlung der Kaninchen mit pL-Phenylalanin. 








; Behandlungszeit in Tagen 
9-Tier : verabfolgte 

Nr. vor. d. | Schwan- | Laktat.- insgesamt Gesamtmenge 
Kopulat. | gerschaft | periode | intraven.| subcut. ing 

297 32 30 32 16 78 21,3 

295 32 30 24 66 20 13,6 

373 75 31 22 128 — 16,6 

380 38 32 29 99 — 12,9 

381 72 30 22 124 | — 16,1 

















Von den so behandelten Tieren erhielten wir 14 Nachkommen. 2 Tiere starben 
unmittelbar nach der Geburt. Von 12 iiberlebenden Kaninchen waren 5 Tiere weib- 
lichen und 7 mannlichen Geschlechts. 

Allie diese Tiere zeigten ein auffalliges Verhalten. Sie waren unruhig und 
nervés. Drei Tiere zeigten Gleichgewichtsstérungen, eins paralytische Symptome 
in den Hinterlaufen, es starb im Alter von etwa 12 Wochen. Bei der Sektion dieses 
Tieres wurden degenerative Veranderungen im Gehirn und im Spinalmark und eine 
Spina bifida* festgestellt, eine Anomalie, die auch beim menschlichen Felling beob- 
achtet wird. Auch einer der von uns beobachteten Knaben wies eine Spina bifida 
auf5. 

Deutlich waren auch Stérungen in der Entwicklung des Felles: Glanzlos, 
struppig, stellenweise, besonders am Kopfe, gelockt und kahle Stellen im Nacken- 
gebiet. Es sei in diesem Zusammenhang erwahnt, daB die Farbe des Felles mit dem 
genetisch bedingten Auftreten der Atropinesterase in Beziehung steht’. 

Es lag nahe, bei den so geschadigten Tieren auch elektroencephalographische 
Untersuchungen durchzufiihren. Jedoch zeigte sich in Ubereinstimmung mit ana- 
logen Ermittlungen an Menschen keine Veranderung** im Elektroencephalogramm. 





* Herrn Dr. Brunck (Pathologisches Institut der Universitat des Saarlandes 
in Homburg/Saar) bin ich fiir die pathologisch-anatomische und histologische Diag- 
nostik zu Dank verpflichtet. 

** Fraulein Priv. Doz. Dr. Werth (Physiologisch-Chemisches Institut) und 
Herrn Dr. Jurna (Pharmakologisches Institut der Universitat des Saarlandes in 
Homburg/Saar) bin ich fiir die Durchfiihrung dieser EEG-Versuche zu Dank ver- 
pflichtet. 

6 R. Ammon u. E. Zoch, Acta biochim. polon. 7, 438 [1960]. 

7 R. Ammon, Biochem. Z. 288, 93 [1936]. 

8 Pp. B. Sawin u. D. Glick, Proc. nat. Acad. Sci. USA 29, 55 [1943]; s. auch 
R. Ammon u. G. Werz, diese Z. 314, 194 [1959]. 
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Die Untersuchung des Urins der behandelten Tiere und unbehandelten Nach- 
kommen zeigte eine deutliche Vermehrung von Phenylbrenztraubensaure‘. 

Mit der Verabfolgung unphysiologisch hoher Dosen von Phenylalanin wahrend 
der Embryonal- und Sauglingszeit an die Mutter gelingt es, das klinische Bild der 
Fellingschen Krankheit am Kaninchen zy erzeugen. Es wird dies durch eine Pheny]- 
ketonurie und durch physische und psychische Abnormitaten bei den nicht be- 
handelten Nachkommen nachgewiesen. 

Die Versuche sollen fortgesetzt, erweitert und auf andere vererbbare Stoff- 
wechselstérungen ausgedehnt werden. 


Zusammenfassung 


Werden Kaninchen vor der Kopulation, waihrend der Graviditét und der Lak- 
tationsperiode intravenés (und subcutan) mit pL-Phenylalanin behandelt, so zeigen 
die Jungen Stérungen, die vergleichbar denen sind, die auch bei dem Morbus 
Felling am Menschen beschrieben worden sind. 


Summary 


Rabbits were injected intravenously (and subcutaneously) with pL-phenyl- 
alanine before copulation, during pregnancy and during the lactation period. The 
young exhibited disorders comparable with those of human phenylketonuria. 


Prof. Dr. R. Ammon, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitét des 
Saarlandes, Homburg/Saar. 
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Enzymatische Hydrolysen und Synthesen von Schwefelsaure- 
estern unter besonderer Beriicksichtigung von 
Cholesterinsulfat 
Von 
H. Keller und H, Blennemann 
Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie und Physikochemie der Universitat Kiel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. September 1960) 


Als Substrate fiir die sog. Arylsulfatasen werden in der Literatur? 
Schwefelsiiureester von substituiertem oder unsubstituiertem Phenol an- 
gegeben, da diese Enzyme nur solche Ester hydrolysieren sollen, bei 
denen die Schwefelsiure mit einer phenolischen Hydroxylgruppe ver- 
estert ist. Wie Butenandt und Hofstetter? gezeigt haben, kann des- 
halb auch Ostronsulfat von Arylsulfatasen gespalten werden. Im Gegen- 
satz dazu werden Schwefelsiureester von Hydroaromaten, wie z. B. 
36-Hydroxy-Steroiden nicht von den Arylsulfatasen, sondern von den 
Steroidsulfatasen hydrolysiert, deren Vorkommen im Saugetierorganismus 
erst in neuerer Zeit beschrieben worden ist’. 

Wiahrend fiir diese Enzymgruppe damit eine Anzahl natiirlicher 
Substrate bekannt ist, trifft dies nicht fiir die Arylsulfatasen zu. Mit dem 
5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat wurde‘ ein ,,chromogenes“ Substrat be- 
kannt, das durch Arylsulfatasen sehr viel rascher gespalten wird, als die 
schon von Neuberg® eingefiihrten phenolischen Schwefelsiureester, 
doch ergibt sich auch damit kein Hinweis auf ein natiirliches Substrat 
und damit auf die biologische Funktion dieser Enzyme. 

Im Rahmen anderer Untersuchungen, iiber die spiiter berichtet 
werden soll, haben wir Ester des Cholesterins mit mehrbasigen Siuren 
hergestellt und auf ihre enzymatische Spaltbarkeit gepriift. Der Schwefel- 
siiureester des Cholesterins, dessen Synthese seit langerem bekannt ist®, 
wird nach Roy’ von Steroidsulfatase nicht gespalten. Hydrolysever- 
suche mit Arylsulfatasen scheinen nicht vorzuliegen. Entgegen den Er- 








1 Ubersicht beiR. Ammonu. W. Dirscherl, Fermente, Hormone, Vitamine; 
Bd. I. S. 185ff., G. Thieme Verlag, Stuttgart 1959. 

2 A. Butenandt u. H. Hofstetter, diese Z. 259, 222 [1939]. 

3 H.Gibian u. G. Bratfisch, diese Z. 305, 265 [1956]; A. B. Roy, Bio- 

chem. J. 66, 700 [1957]. 

4D. Robinson, J. N. Smith u. R. T. Williams, Biochem. J. 49, LX XIV 
(1951). 

5 C. Neuberg u. K. Kurono, Biochem. Z. 140, 295 [1923]. 

6 A. E. Sobel u. P. E. Spoerri, J. Amer. chem. Soc. 68, 1259 [1941]. 

7 A. B. Roy, Biochem. J. 62, 41 [1956]. 
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wartungen zeigten informatorische Versuche, dai diese Verbindung durch 
Arylsulfatasen gespalten werden kann, ein Befund, den wir zum Aus- 
gangspunkt der hier geschilderten Untersuchungen gemacht haben. 


Methodik 


Darstellung der Substrate 


Die Synthese von Cholesterinsulfat erfolgt im Prinzip nach I. c.*, wobei 
an Stelle des Pyridin-SO,-Komplexes der von Coffey und Mitarbeitern® beschriebene 
kristalline Dimethylformamid/SO,-Komplex verwendet wurde. Zur Reinigung 
wurde die Substanz mehrmals aus heiSem Chloroform umkristallisiert. 

4-Nitro-phenylsulfat wurde nach Burkhardt und Lapworth® dar- 
gestellt, wobei auch hier der oben erwahnte Dimethylformamid/SO,-Komplex 
eingesetzt wurde. 

5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat wurde nach Smith! in der Modi- 
fikation nach Roy", 4-Nitro-phenylacetat wurde nach Kaufmann” her- 
gestellt. 

Die Synthese von 4-Nitro-brenzcatechin erfolgte nach Weselsky und 
Benedikt. 
Darstellung der Sulfatasen 


Im Laufe dieser Untersuchungen zeigte es sich, daB die Darstellung" der 
Sulfatasen A und B ohne wesentlichen Aktivitatsverlust der Praparate vereinfacht 
werden kann. 60 g Rinderleber-Trockenpulver werden mit 400 ml Wasser bei 37° 
unter Riithren 1 Stde. inkubiert und der Ansatz bei 1700 x g und 0° 30 Min. 
zentrifugiert. Dem triiben Uberstand (aufgefiillt auf 400 m/ mit Wasser) werden 
340 ml Aceton, vorgekiihlt auf —18°, zugefiigt und das Sediment bei 0° und 
40000 x gin der Spinco-Zentrifuge abzentrifugiert. Das Sediment (Rohprodukt B) 
wird in 75 ml Wasser aufgenommen und iiber Nacht gegen flieBendes Wasser 
dialysiert. Der klare Uberstand wird mit vorgekiihltem Aceton (300 ml) versetzt 
und wie oben abzentrifugiert. Das Sediment (Roh produkt A) wird in 75 ml Wasser 
aufgenommen und ebenfalls iiber Nacht gegen flieBendes Wasser dialysiert. Die 
beiden Dialysate werden mit Ammoniumsulfat zu 20°/,, 40°, und 100%, gesattigt 
(Pliimpertechnik), und jeweils bei 0° und 40 000 x g die Sedimente abzentrifugiert. 
Die so erhaltenen Fraktionen werden in 20 mi dest. Wasser aufgenommen und 
24 Stdn. gegen dest. Wasser bei + 2° dialysiert. Auf eine weitere Anreicherung 
durch Extraktion mit 0,1m NaCl wurde in Ubereinstimmung mit Roy'15 verzichtet. 

Die so erhaltenen Produkte lieBen sich bei + 1° iiber 10 Tage ohne Aktivitits- 
verlust aufbewahren. 

Ein drittes Sulfatase-Praparat aus Hefe wurde folgendermafen dar- 
gestellt: Backerhefe wird mit Aceton-Ather getrocknet und in der Kugelmiihle 
zermahlen. 10,0 g dieses Trockenpulvers werden mit 67 ml 0,1m Na-Acetatpuffer, 
pH 4,4, enthaltend 0,001m Athylendiamintetraessigsiure, 15 Min. im Eisbad ge- 
riihrt und dann in der Kalte 15 Min. bei 40 000 x g zentrifugiert. Der klare gelbliche 


8 §. Coffey, G.W. Driver, D. A. W. Fairweather u. F. Irving, Engl. Pat. 
610 117 [1948]; 642 206 [1950], zit. nach G. W. Kenner u. R. J. Stedman, J. 
chem. Soc. [London] 1952, 2069; vgl. auch Chem. Abstr. 48, 3205h [1949]; 45, 
3412e [1951]. 

® G.N. Burkhardt u. A. Lapworth, J. chem. Soc. [London] 1926, 684. 

10 J. N. Smith, J. chem. Soc. [London] 1951, 2861. 

11 A. B. Roy, Biochem. J. 58, 12 [1953]. 

_? A, Kaufmann, Ber. dtsch. chem. Ges. 42, 3480 [1909]. 

13 PP, Weselsky u. R. Benedikt, Mh. Chem. 8, 386 [1883]. 

14 A, B. Roy, Biochem. J. 55, 653 [1953]. 

15 A. B. Roy, Biochem. J. 57, 465 [1954]. 
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Uberstand wird als Sulfatasepraparat verwendet. Das Praparat ist reich an Kohlen- 
hydraten und Eiwei8 und ist auch in der Kalte héchstens einen Tag haltbar. 

Die umgesetzten Substratmengen wurden stets auf das Trockengewicht der 
verwendeten Fermentpraparate bezogen. AuBerdem bestimmten wir fiir jede neue 
Praparation den EiweiBgehalt!®. Typische Werte gibt Tab. 1 wieder. 

Als Steroidsulfatase wurde das von der Fa. Schering AG, Berlin, im Handel 
befindliche Praparat verwendet. 


Bestimmung der Enzymaktivitat 


Alle oben geschilderten Enzympraparate wurden gepriift gegen: 4-Nitro- 
phenylsulfat, 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat, Cholesterinsulfat und 4-Nitro- 
phenylacetat. 

Die Spaltung von 4-Nitro-phenylsulfat wurde in Anlehnung an 
Huggins und Smith!’ verfolgt. Der Versuchsansatz enthielt 1 m/ Puffer (s. u.), 
1 ml Substrat (5 mMol in Wasser), 0,5 mi Fermentlésung, auf 5,0 m/ aufgefillt mit 
dest. Wasser. Gegebenenfalls wurde 1 m/ Wasser ersetzt durch 1 ml einer Lésung, 
deren Einflu8 auf die Enzymaktivitat gepriift werden sollte. 

In einem zweiten Kontrollansatz war das Ferment, in einem dritten das Sub- 
strat durch Wasser ersetzt. Alle Ansitze wurden bei 37° inkubiert. Nach Zugabe des 
Substrates, als letzter Anteil dem Ansatz zugefiigt, wurde in bestimmten zeitlichen 
Abstanden 1 ml entnommen, in einer Kiivette mit 2 ml In NaOH gemischt und bei 
366 my und der Schichtdicke 1,0 cm die Extinktion gemessen. Die Summe der 
Extinktionen der Ansatze 2 und 3 wurde vom Wert des Ansatzes 1 abgezogen. Aus 
dem so erhaltenen Wert wurde die Menge des freigesetzten 4-Nitro-phenols an Hand 
einer Kichkurve bestimmt. 

Mit analogen Versuchsansiatzen verfolgten wir die Spaltung von 5-Nitro- 
2-hydroxy-phenylsulfat und 4-Nitro-phenylacetat. Hierbei wurde die 
Menge des freigesetzten Nitrophenols nicht durch Zufiigen von Natronlauge, 
sondern durch 2 mi 0,2m Tris-Puffer, pH 8,0, und Messung der Extinktion bei 
366 mu bestimmt. 

Zur Bestimmung des 4-Nitro-brenzcatechins setzten wir den Hydrochinon- 
entwickler nach Roy" zu. Die Extinktion wurde hier bei 546 mu gemessen. 

Die enzymatische Hydrolyse von Cholesterinsulfat wurde an der Ab- 
nahme des Esters verfolgt. Cholesterinsulfat bestimmten wir mit einer Technik, die 
im Prinzip von Vlitos'® angegeben ist und von Roy!®, Nose und Lipmann?® 
bei ahnlichen Untersuchungen verwendet wurde. Im Gegensatz zu diesen Autoren 
bestimmten wir die Extinktion nicht in der Chloroformphase, sondern im waBrigen 
Uberstand und verwendeten eine Methylenblau-Lisung folgender Zusammen- 
setzung: 25mg Methylenblau, 5g Natriumsulfat, 1 ml konz. Schwefelsiure 
(d = 1,83), aufgefiillt auf 175 ml mit Wasser. Diese Lésung wurde je nach vorgelegter 
Menge Substrat mit Wasser verdiinnt, um die Extinktion wahrend des Versuches 
in einem Bereich von 0,05—0,8 bei maximaler Extinktionsdifferenz zu halten. 
Folgende Relationen erwiesen sich als zweckmaBig : 


“Mol Cholesterinsulfat . . . . |0,05—0,25 | 0,25—0,50 | 0,50—0,75 | 0,75—1,00 
Verdiinnung der Methylenblau- 
Stammldsung (1,0)... .. 0,25 0,5 0,75 1,00 


Abb. 1 gibt die EKichwerte wieder, die unter diesen Bedingungen erzielt wurden. 


16 G. Beisenherz, H. J. Boltze, Th. Biicher, R. Czok, K. H. Garbade, 
KE. Meyer-Arendt u. G. Pfleiderer, Z. Naturforsch. 8b, 555 [1953]. 

17 C. Huggins u. D. R. Smith, J. biol. Chemistry 170, 391 [1947]. 

18 A. J. Vlitos, Contr. Boyce Thompson Inst. 17, 127 [1953]. 

19 A. B. Roy, Biochem. J. 68, 294 [1956]. 

20 Y. Nose u. F. Lipmann, J. biol. Chemistry 288, 1348 [1958]. 
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Abb. 1. Eichkurven zum Nachweis von Cholesterinsulfat mit dem Methylenblau- 
Reagenz. Die Zahlen oben geben die jeweilige Verdiinnung der Reagenz-Stamm- 
lésung an. 


Zur Bestimmung wurde 1 mi des Ansatzes entnommen, mit 2 ml Methylenblau- 
Lésung und 5 ml Chloroform versetzt und sofort 1 Min. intensiv geschiittelt. Durch 
kurzes Zentrifugieren wurden die Phasen getrennt, dann von der waBrigen Phase 
1 m/ entnommen, mit 1 ml Wasser verdiinnt und bei 578 my und der Schichtdicke 
0,5 cm photometriert. 

Der Versuchsansatz enthielt 2,0 mi Puffer, 1,0 mi Cholesterinsulfat, gelést in 
Dimethylformamid, 1,0 ml Fermentlésung und dest. Wasser ad 10,0 ml. 

Gegebenenfalls wurdén — wie oben erwahnt — 2 m/ Wasser ersetzt durch das 
gleiche Volumen einer Versuchslésung ; Kontrollansatze, Inkubation und Entnahmen 
wurden ebenfalls wie oben durchgefiihrt. 


Als Puffer-Lésungen dienten (s. 1. c.21): 
. Glycin-HCl-Puffer (0,1m) im pH-Bereich 1,1—3,3 
. Na,HPO,-Citronensaure-Puffer nach McIlvaine von pH 3,0—7,8 
. Na-Acetat-Puffer (0,2m) von pH 3,0—6,0 
. Phosphatpuffer nach Sérensen im Bereich von pH 4,9—8,0 
. Tris-hydroxymethyl-aminomethan-HCl-Puffer (0,2m) von pH 7,05—9,0. 


orf Wh = 


Das sulfurylierende System wurde nach Roy?® aus Rattenleber gewonnen. 
Als Substrate dienten Dehydroepiandrosteron, 4-Nitro-phenol, 4-Nitro-brenz- 
catechin, Pregnenolon und Cholesterin, jeweils 10-*m gelést in Propylenglykol. 
Die Endkonzentration der Substrate war stets 10-*m, das Propylenglykol war dem- 
nach zu 10% im waBrigen Versuchsansatz gelést. Die Ansitze hatten ein Volumen 
von 6 ml, die Zusammensetzung entsprach den Angaben von Roy!?®. Die Adenosin- 
triphosphat-Konzentration betrug 3,3 nMol/m/*. Die Ansaitze wurden bei 37° in- 
kubiert. Zu bestimmten Zeiten wurde 0,5 oder 1 m/ entnommen, und die Menge des 
sulfurylierten Substrates bestimmt. Bei den Nitrophenolen wurde das Eiwei8 mit 
Trichloressigsdure (10°) gefallt und das nicht umgesetzte Substrat photometrisch, 

* 1 nMol (Nanomol) = 10~® Mol. 

21 J. Stauff in H. M. Rauen, Biochemisches Taschenbuch, S. 617, u. zwar 
8. 649ff., Springer-Verlag, Heidelberg 1956. 
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wie beschrieben, bestimmt. Bei den Steroiden benutzten wir die Methylenblau- 
Methode. 

Als zweites Verfahren zur Messung der Sulfurylierung wurde den Ansatzen 
358029 (0,5 mC/6 m/ Ansatz) zugesetzt. Die Proben (0,5 ml) wurden mit 1,0 ml 
Methylenblau (Stammlésung) und 3 ml Chloroform geschiittelt und die Radio- 
aktivitat in getrockneten Proben (5 x 0,5 ml) der Chloroformphase gemessen. Die 
Absolutmengen der gebildeten Schwefelsiureester wurden mit den angegebenen 
photometrischen Methoden festgelegt und zu den Impulsraten in Beziehung gesetzt. 
Dieses Vorgehen lieB sich auf alle genannten Substrate anwenden. 


Ergebnisse 


1. Enzymatische Spaltung von Cholesterinsulfat 
im Vergleich zu 4-Nitro-phenylsulfat 
und 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat 


Wir haben die Aktivitait unserer Sulfatasepriiparate zunichst an der 
Spaltung von 4-Nitro-phenylsulfat und 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat 
unter den in der Literatur als optimal angegebenen Bedingungen ge- 
priift. Als Puffer diente bei allen drei Sulfatase-Priiparaten Acetatpuffer. 
Pro mi Ansatz waren 200 uMol Cl° zugesetzt. Die Substratkonzentration 
betrug 1,0 uMol, die Enzymkonzentration 50 ug/ml Ansatz. Bei den 
Spaltungsversuchen mit den beiden Nitrophenylsulfaten kamen wir zu 
Ergebnissen, die weitgehend mit denen anderer Autoren iibereinstimmen. 
Die vereinfachte Darstellung der Leber-Sulfatasen A und B ergibt Pro- 
dukte, deren Umsatzzahlen den Werten von Roy? in etwa entsprechen, 
soweit vergleichbare Angaben vorliegen. Die Steroidsulfatase wurde in 
Tris-Puffer, pH 8,0, ohne Zusiitze inkubiert. Die Ergebnisse sind aus 
Abb. 2a ersichtlich. 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat wird von den Aryl- 
sulfatasen A und B erheblich schneller gespalten als 4-Nitro-phenyl- 
sulfat, mit der Steroidsulfatase und dem Priiparat aus Hefe konnten wir 
in der Beobachtungszeit keine Hydrolyse nachweisen. 

Wie Webb und Morrow” finden wir bei unseren B-Priaparaten 
eine erhebliche Aktivitit gegeniiber 4-Nitro-phenylacetat. Die Aktivitat 
der A-Priparationen gegeniiber diesem Substrat war 45mal geringer. 
Tab. 1 zeigt die Anreicherung der Sulfatase- und Arylesterase-Aktivitat 
im Verlauf der Fraktionierung beider Fermente. Das Verhiltnis der 
Spaltungsraten der verschiedenen Substrate mit den Sulfatasen A und B 
im Vergleich zu den Angaben von Roy!®, Webb und Morrow” zeigt 
Tab. 2. 

Die Spaltung von Cholesterinsulfat wurde unter den gleichen Be- 
dingungen bei einer Substratkonzentration von 0,5 uMol/m/ Ansatz ver- 
folgt. Wie aus Abb. 2b ersichtlich ist, wird Cholesterinsulfat von allen 
vier gepriiften Enzympriparaten erheblich schneller als 4-Nitro-phenyl- 
sulfat gespalten. Die Aktivitiiten von A und B liegen in der gleichen 
GréBenordnung, das Hefepriiparat und die Steroidsulfatase sind deutlich 


22. C. Webb u. P. F. W. Morrow, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 
39, 542 [1960]. 
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weniger aktiv. Bei letzterer betrug die Versuchszeit 60 Min. bei einer 


Enzymkonzentration von 10 mg/m/ Ansatz. 
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Abb. 2a. Hydrolyse von 4-Nitro-phenylsulfat (NPS, ¢) und 5-Nitro-2-hydroxy- 
phenylsulfat (NHPS, c) (1 Mol/ml) mit den Sulfatasen A und B (50 ug/ml). 
Abb. 2b. Hydrolyse von Cholesterinsulfat (CS; 0,5 ~Mol/m/) durch die Sulfatasen 
A und B aus Leber, das Hefepraparat (H), (jeweils 50 g/ml), und die Steroid- 


Tab. 1. Spaltungsraten der einzelnen Arylsulfatase-Praparationen und der Hefe- 
sulfatase bei den untersuchten Substraten, ausgedriickt in nMol gespalt. Substrat/ 
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Paces ne 4-Nitro- Cho- 4-Nitro- | Trocken- | Eiwei8- 
Enzym z ae i "| phenyl- | lesterin- | pheny]l- gew. geh. 
eo ds t ‘ sulfat sulfat acetat mg/ml mg/ml 
Rohextrakt 1,57 0,097 1,71 50,8 30,15 22,8 
1. Acetonfallg. 
ee 1,23 0,546 6,30 96,2 21,65 18,1 
2. Acetonfiallg. 
=A. 42,7 0,499 5,85 37,0 14,22 12,43 
bis Aso 50,0 0,005 37,4 6,68 2,20 2,09 
° g, Ago 248 9,78 64,5 8,31 1,6 1,35 
Te Aro 49,0 0,62 46,8 31,8 6,1 5,75 
< Bi, 4,7 0,19 9,15 57,2 17,5 10,45 
Fie: Bao 32,8 1,77 44,3 | 373 26,6 26,4 
ig Bioo 3,5 2,31 36,9 125 7,2 6,64 
Hefepraparat —- - 1,64 0,061 33,0 10,25 
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Tab. 2. Verhaltnis der Spaltungsraten verschiedener Sulfatasepraparate gegeniiber 
verschiedenen Substraten. 

















- Vi -Z- 
Enzym 4-Nitro- oma 4-Nitro- Cholesterin- 
‘ phenylsulfat phenylsulfat phenylacetat sulfat 
A 1 250 0,85 6,6 
B 1 18,5 211 25 
B (Roy?) 1 7,6 1640 — 
B (Webb?) 1 6,4 19 














Es ist bemerkenswert, daB die Steroid- und Hefesulfatase, die bei 
Priifung gegen die Nitro-phenylsulfate keine Aktivitait zeigen, bei 
Cholesterinsulfat eine deutliche Hydrolyse bewirken. 


2. EinfluB der H®-Ionenkonzentration auf die 
Enzymaktivitaiten 
Mit den Puffern 1, 3 und 5 wurde das pH-Optimum fiir die Cho- 
lesterinsulfat-Spaltung durch die vier Sulfatasepriparate ermittelt 
(Abb. 3). Dem Acetat-Puffer(3) wurden 200 uMol Cl°/mi zugesetzt. Es 
ergaben sich die in Tab. 3 auf- 
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Tab. 3. pH-Optima der untersuchten Sulfatasen. Die Werte fiir die beiden Nitro- 
phenylsulfate nach 1. c.15:22, 











Enzym 4-Nitro- 5-Nitro-2-hydroxy- | Cholesterin- 
phenylsulfat phenylsulfat sulfat 
Sulfatase A 5,7 4,9 330 
Sulfatase B 5,2 5,7 4,0 
Hefesulfatase — — 5,5 
Steroidsulfatase — — 6—8 











Die pH-Optima der Sulfatasen A und B fiir die Cholesterinsulfat- 
Spaltung weichen also von den in der Literatur fiir die Spaltung der 
Nitrophenylsulfate angegebenen deutlich ab (s. Tab. 3). 
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3. EinfluB von Chlorid- und Phosphationen auf die 
Cholesterinsulfat-Spaltung 

Den in der Literatur? 22-24 mehrfach beschriebenen Einflu8 von 
Chlorid- und Phosphationen auf die enzymatische Spaltung von Aryl- 
schwefelsiureestern haben wir an der Cholesterinsulfat-Spaltung gepriift. 
Es mu jedoch einschriinkend gesagt werden, daf auch die sog. chlorid- 
freien Ansiitze einen gewissen Anteil Cl° aus dem zugegebenen Ferment- 
praparat enthielten. Der Versuch, diesen Cl°-Anteil durch lingere Dialyse 
aus den Fermenten zu entfernen, miblingt, da die Enzymaktivitiat wih- 
rend der Dialyse erheblich absinkt. Das gleiche gilt sinngema8 fiir den 
Phosphatanteil. In Ubereinstimmung mit dem Enzympriiparat von 
Webb und Morrow” ?5 fanden wir bei unserer Sulfatase A ohne Cl® im 
Versuchsansatz eine deutlich geringere Aktivitiit gegeniiber 4-Nitro- 
phenylsulfat als mit zusiitzlichem Chlorid. 

Die grundsatzlich gleiche Cl®°-Abhingigkeit ist auch bei der Spaltung 
von Cholesterinsulfat durch die Sulfatase A festzustellen. Es fallt auf, 
daB hier die aktivitiitssteigernde Wirkung von Cl° auf das Enzym etwa 
doppelt so groB ist, wie bei der 4-Nitro-phenylsulfat-Spaltung. Bei Sul- 
fatase B und bei der Hefesulfatase dagegen sind keine signifikanten 
Differenzen zu beobachten. 


Der hemmente Einflu8 des Phosphat-Citratpuffers tritt bei der 
4-Nitro-phenylsulfat-Spaltung deutlicher hervor als bei der Cholesterin- 
sulfat-Spaltung. Tab. 4 gibt die Verhiltnisse im Zusammenhang wieder. 
Bei der Sulfatase A zeigt sich neben dieser Hemmung auch eine Verschie- 
bung des pH-Optimums gegeniiber Cholesterinsulfat auf 4,0. 


Tab. 4. EinfluB von Cl? und PO%? auf die Arylsulfatasen A und B und die Hefe- 
sulfatase (H). Relative Aktivitat bez. auf 1,0 mit 200 ~Mol Cl°/ml Ansatz. 








E 4-Nitro-phenylsulfat Cholesterinsulfat 
nzym 
ted ohne Cle mit POs ohne Cle | mit PO 
A 0,22 0,0 0,11 0,20 
B 0,71 0,104 1,0 1,0 
H ae — 1,0 0,6 
Puffer Nr. 3 4 3 2 








4. Abhingigkeit der Cholesterinsulfat-Spaltung 
von der Enzymkonzentration 


Die vier untersuchten Enzyme wurden unter ihren optimalen Um- 
satzbedingungen in absteigenden Konzentrationen mit einer konstanten 
Substratkonzentration von 0,5 uMol/m/ Ansatz inkubiert. Die Abnahme 
der Aktivitait wurde gegen die relative Enzymkonzentration aufgetragen. 
Fiir die Sulfatase B und das Enzym aus Hefe ergab sich die in Abb. 4 


23 E. C. Webb u. P. F. W. Morrow, Biochem. J. 78, 7 [1959]. 
24K. 8. Dodgson u. B. Spencer, Biochem. J. 55, 463 [1953]. 
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dargestellte Gerade. Bei der Sulfatase A war eine lineare Proportion 
zwischen Aktivititsverlust und Enzymverdiinnungen nicht zu ermitteln, 
auBerdem streuten die erhaltenen Werte stiirker. Die Steroidsulfatase 
konnte nicht weiter verdiinnt 
werden, da die héchste noch 
mégliche Enzymkonzentration in 
Zeiten, die mit den anderen An- 08 a 
siitzen vergleichbar waren, nur eine / 
noch eben meBbare Spaltung von Boer i 
Cholesterinsulfat bewirkte. 











tel Akt. 
S 
p> 











Abb. 4. Abhangigkeit der Enzymaktivi- 

tait gegeniiber Cholesterinsulfat von der G2 7 

Konzentration der Sulfatasen A, B und ae 
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5. Abhaingigkeit der Cholesterinsulfat-Spaltung von der 
Substratkonzentration 


Wir haben versucht, fiir die vier besprochenen Sulfatasen unter 
ihren optimalen Bedingungen die Michaelis-Konstante zu ermitteln. Die 
Ku-Werte fiir die Cholesterinsulfat-Spaltung — im Vergleich zu den 
entsprechenden Werten fiir die Spaltung der Nitrophenylsulfate aus der 
Literatur — sind in Tab. 5 angegeben. 


Tab. 5. Michaelis-Konstanten in Mol/l bei der Cholesterinsulfat-Spaltung im Ver- 
gleich zu den entsprechenden Werten nach I. c. !*»?5 fiir die Hydrolyse der Nitro- 








phenylsulfate. 
Seaete 4-Nitro- 5-Nitro-2-hydroxy- Cholesterin- 
y phenylsulfat phenylsulfat sulfat 
A 5x 10-7 8—12x10-* 1x10-¢ 
B 2,5 x 10-2 7x 10-2 1,5x 10-3 
H a = 1x10-° 











Bei der Steroidsulfatase gelang es nicht, ausreichend reproduzierbare 
Werte fiir Ku zu erhalten. Bei den anderen Priparaten variierten wir 
die Substratkonzentration von 1,0—0,125 wMol/m/ Ansatz bei einer 
konstanten Enzymkonzentration von 50 ug/ml Ansatz. 

Die Umsatzzahlen der untersuchten Sulfatasen wurden bei einer 
Substratkonzentration von 1,0 uMol/m/ Ansatz bestimmt. Wie aus Tab. 1 
hervorgeht, wird Cholesterinsulfat von Sulfatase A und B in der gleichen 
GréBenordnung gespalten, wihrend der Umsatz durch das Enzym aus 
Hefe deutlich geringer ist. Es ist zu bemerken, daB die Umsatzzahlen 
sich auf die Einwaagen als Trockensubstanz beziehen, der entsprechende 
EiweiBgehalt geht aus Tab. 1 hervor. 














H. Keller und H. Blennemann, Bd. 3°4 (1961) 
6. EinfluB von Dehydroepiandrosteronsulfat auf die 
Cholesterinsulfat-Spaltung 


Wir haben den EinfluB dieser Verbindung, die als Inhibitor fiir 
Arylsulfatase angegeben wird!*, auf die enzymatische Cholesterinsulfat- 
Spaltung untersucht. Dabei zeigte sich, dai die beiden Lebersulfatasen 
und das Hefeenzym durch den Steroidester gehemmt werden. Dieser 
wird von den drei Priaparaten in einer Beobachtungszeit bis zu 60 Min. 
nicht meBbar gespalten. Freies Dehydroepiandrosteron bewirkt keine 
Hemmung. 

Da die Steroidsulfatase Dehydroepiandrosteronsulfat spezifisch 
spaltet, 1iBt sich mit der Methylenblau-Methode eine Hemmung dieses 
Enzyms bei der Cholesterinsulfat-Spaltung nicht untersuchen. 

Variation der Substratkonzentration bei konstanter Inhibitor- und 
Fermentkonzentration ergab, daB es sich in allen drei Fallen um den Typ 
einer kompetitiven Hemmung handelt. Bei der Sulfatase A gelang es, 
durch Auftragung nach Lineweaver und Burk®*, den Wert von K; zu 
bestimmen, mit Priparat B und der Hefesulfatase ergaben sich bei dieser 
Auftragung keine Geraden, so daB K,; nicht zu definieren war. Jedoch 
war auch bei diesen beiden Fermenten die Hemmung durch Variation 
von Kg zu beeinflussen, so daB grundsiitzlich ein kompetitiver Hem- 
mungsmechanismus bei allen drei untersuchten Fermenten angenommen 
werden kann. 

Abb. 5 zeigt die K,-Bestimmung fiir die Sulfatase A, dabei wurden 
als 1/v die Reziproken der jeweiligen Kurvenanstiege eingesetzt. 
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Abb. 5. Bestimmung von Km und Ky (Dehydroepiandrosteronsulfat = DHAS; 
10-4m) fiir die Cholesterinsulfat-Spaltung mit Sulfatase A. Auftragung nach 
Lineweaver und Burk. Km = 0,4: 10-* Mol/l; Ki = 0,6 + 10-3 Mol/l. 


25 H. Lineweaver u. D. Burk, J. Amer. chem. Soc. 56. 658 [1934]. 
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7. Enzymatische Sulfurylierung 


Die von uns erzielten Sulfurylierungsraten mit den untersuchten 
Substraten liegen in der gleichen GréBenordnung wie die von Roy”, 
Nose und Lipmann?® angegebenen. Auch 4-Nitro-brenzcatechin wird 
ebenso wie 4-Nitro-phenol erheblich schneller sulfuryliert als die Steroid- 
hormone. Im Gegensatz dazu fanden wir mit keiner der beiden ver- 
wendeten Methoden eine meSbare Sulfurylierung von Cholesterin. 
Propylenglykol (in einer Endkonzentration von 10%) beeinfluBt die 
Sulfurylierung nicht, wie Vergleiche mit wafrigen Lésungen von 4- 
Nitro-brenzcatechin und 4-Nitro-phenol gezeigt haben. Dimethylform- 
amid dagegen wirkt in der gleichen Konzentration auf das sulfury- 
lierende Enzym stark hemmend. Abb. 6 zeigt die Ergebnisse. 
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Abb. 6. Enzymatische Sulfurylierung von 4-Nitro-phenol (1), 4-Nitro-brenz- 
catechin (2), Dehydroepiandrosteron (3) und Pregnenolon (4). 


Diskussion 


Der besondere Befund dieser Arbeit ist die Hydrolyse von Cho- 
lesterinsulfat durch die Arylsulfatasen. Die Tatsache, daB so hohe Um- 
satzzahlen gefunden werden und daB die Michaelis-Konstanten der Chole- 
sterinsulfat-Spaltung mit den beiden Arylsulfatasen A und B zum Teil 
niedriger liegen als die anderer Substrate’, legt zuniichst die Vermutung 
nahe, daB Cholesterinsulfat ein natiirliches Substrat dieser Enzyme sein 
kénnte. In diesem Sinne spricht die kompetitive Hemmbarkeit der 
Cholesterinsulfat-Spaltung durch Dehydroepiandrosteronsulfat. Auch die 
Isolierung eines gegen Cholesterinsulfat wirksamen Fermentpraparates 
aus Hefe, das gegen 4-Nitro-phenylsulfat und 5-Nitro-2-hydroxy-phenyl- 
sulfat unwirksam ist, scheint diese Hypothese zu bekraftigen. 
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Bei kritischer Betrachtung unserer Befunde fallt jedoch auf, dab 
zwischen der Hydrolyse von Cholesterinsulfat und 4-Nitro-phenylacetat 
durch die Leber-Sulfatase B und das Enzym aus Hefe bemerkenswerte 
Parallelen bestehen. So zeigt z. B. das Priiparat B die gréBte Aktivitit 
gegen 4-Nitro-phenylacetat und Cholesterinsulfat (Tab. 2), wobei die 
Spaltung nicht durch Cl® und PO? zu beeinflussen ist (Tab. 4). Auch 
das Hefepriparat ist auBer gegen Cholesterinsulfat nur gegen 4-Nitro- 
phenylacetat wirksam, wenn auch die Aktivitit gegen ersteres rund 
30mal gréBer ist. Ein entscheidendes Argument gegen die Annahme, 
Cholesterinsulfat sei ein natiirliches Substrat der Arylsulfatasen, ist 
erstens die Tatsache, daB es uns nicht gelungen ist, diese Verbindung 
biosynthetisch darzustellen. Dabei haben wir sulfurylierende Systeme 
auBer nach Roy?!® auch nach Nose und Lipmann?®® prapariert. Da die 
von uns verwendete MeBmethode mittels °°S auBerordentlich empfindlich 
ist und gut reproduzierbare Werte ergibt, halten wir es fiir unwahr- 
scheinlich, daf uns eine doch stattgefundene Sulfurylierung von Cho- 
lesterin entgangen sein kénnte. In Ergainzung zu den Literaturbefunden 
konnten wir feststellen, daB 4-Nitro-brenzcatechin etwa in gleichem 
Ma wie 4-Nitro-phenol sulfuryliert wird, ein Befund, von dem wir in 
anderem Zusammenhang Gebrauch gemacht haben?*. Zweitens haben 
wir versucht, aus Chloroformextrakten von Rattenorganen Cholesterin- 
sulfat chromatographisch zu isolieren. Die chromatographische Trennung 
von Cholesterinsulfat gelingt mit dem von Marinetti und Mitarbeitern?’. 
beschriebenen System auf siliconisiertem Papier. Es ist uns jedoch nicht 
gelungen, nachweisbare Mengen der gesuchten Substanz aus den Organ- 
extrakten abzutrennen. 


Webb und Morrow” haben gezeigt, dal die nach Roy priapa- 
rierte Sulfatase B ein Gemisch verschiedener Esterasen darstellt. Fiir die 
sog. Sulfatase A gilt nach unseren Untersuchungen das gleiche. Das von 
uns benutzte Hefepriparat enthalt auch Invertase und saure Phospha- 
tase’. In der Steroidsulfatase von Schering fanden Voigt und Mit- 
arbeiter®® Phosphataseaktivitit. 


Die bisher in der Literatur beschriebenen Arylsulfatasen vom 
Typ A, B und die Steroidsulfatase, stellen nach den genannten Autoren” 
und den vorliegenden Befunden Esterasepriiparate dar, deren Substrat- 
spezifitat gering ist. Ob sich in den Arylsulfatase-Priparaten eine Enzym- 
fraktion befindet, die Hydroaromaten vom Typ des Cholesterinsulfats 
spezifisch spaltet, oder ob die Spezifitit der Arylsulfatasen doch nicht 
streng auf aromatische Schwefelsiureester beschriinkt ist, kann vor- 
laufig nicht entschieden werden. 


26 H. Keller u. H. Blennemann, diese Z. $24, 138 [1961], nachstehend. 
. 27 G. V. Marinetti, M. Albrecht, T. Ford u. E.Stotz, Biochim. bio- 
physica Acta [Amsterdam] 36, 4 [1959]. 
28 H. D. Ohlenbusch, Tag. Physiol. Chem. Ges. Berlin 1959. 
29 K. D. Voigt, M. Lemmer u. J. Tamm, Biochem. Z. 381, 356 [1959]. 
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Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Che- 
misc hen Industrie haben wir fiir Sachbeihilfen sehr zu danken. 


Zusammenfassung 

Es wird die enzymatische Spaltung von Cholesterinsulfat im Ver- 
gleich zur Hydrolyse von 4-Nitro-phenylsulfat und 5-Nitro-2-hydroxy- 
phenylsulfat beschrieben. Als Fermentpriiparate dienen Leberextrakte, 
die zum Teil nach Roy, zum Teil nach einem vereinfachten Verfahren 
hergestellt wurden. Auch aus Hefe kann ein Priiparat gewonnen werden, 
das Cholesterinsulfat spaltet. 

Die pH-Optima fiir die Cholesterinsulfat-Spaltung mit den unter- 
suchten Fermenten liegen tiefer als die fiir die Hydrolyse von 4-Nitro- 
phenylsulfat und 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat beschriebenen. Der 
EinfluB von Chlorid- und Phosphationen, die Abhingigkeit von der En- 
zymkonzentration und die Hemmung der Hydrolyse durch Dehydro- 
epiandrosteronsulfat stimmen bei der Cholesterinsulfat-Spaltung quali- 
tativ mit den Befunden bei den iiblichen Substraten iiberein, wiihrend 
die Michaelis-Konstanten bei der Hydrolyse des Cholesterinesters zum 
Teil eine Zehnerpotenz niedriger liegen. 

Versuche, Cholesterin mit sulfatiibertragenden Systemen zu sulfury- 
lieren, wobei der Einbau von *°SOf° verfolgt wurde, fiihrten zu keinem 
positiven Ergebnis. Es gelang dagegen, neben schon beschriebenen Sub- 
straten, wie 4-Nitro-phenol, Dehydroepiandrosteron und Pregnenolon, 
auch 4-Nitro-brenzcatechin in den Schwefelsiureester tiberzufiihren. 


Summary 

The enzymic hydrolysis of cholesterol sulphate is compared with 
that of 4-nitrophenyl sulphate and 5-nitro-2-hydroxyphenyl sulphate. 
The enzyme preparations are liver extracts, prepared according to Roy 
or by a simplified method. A preparation from yeast also hydrolyses 
cholesterol sulphate. 

Cholesterol sulphate is hydrolysed at a lower optimum pH than 
4-nitrophenyl sulphate and 5-nitro-2-hydroxyphenyl sulphate. In the 
hydrolysis of cholesterol sulphate, the effect of chloride and phosphate 
ions, the dependence on enzyme concentration and inhibition by de- 
hydroepiandrosterone sulphate agree qualitatively with the results for 
the model substrates. The Michaelis constants, however, for the cho- 
lesterol ester are lower (by as much as one tenth power) than for the 
model substrates. 

Attempts to demonstrate the synthesis of cholesterol sulphate by 
the incorporation of *5SO{° with a trans-sulphatase system were un- 
successful. 4-Nitrophenol, dehydroepiandrosterone, pregnenolone and 
4-nitrocatechol, however, were converted to their sulphate esters by the 
same system. 


Priv.-Doz. Dr. Dr. H. Keller, Institut fiir Physiologische Chemie und Physiko- 
chemie, Kiel, Newe Universitat (A 1), Rudolf-Héber-Haus. 
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Modell aktiver Transportleistung mit enzymatischer 
Steuerung der Energietransformation aus ATP 
Von 


H. Keller und H. Blennemann 


Aus dem Institut fiir Physiologische Chemie und Physikochemie der Universitit Kiel 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. September 1960) 


Der Stofftransport durch biologische Membranen unterscheidet sich 
durch zwei charakteristische Punkte von rein physikalischer Diffusion: 
durch die zum Teil hohe Selektivitit, die z. B. zwischen chemisch aihn- 
lichen Isomeren unterscheidet, und durch die Tatsache, daB ein biolo- 
gischer Transport gegen ein elektrochemisches Potential, z. B. gegen 
einen Konzentrationsgradienten stattfinden kann!. Im Gegensatz zu 
rein physikalischen Gleichgewichtseinstellungen, die am Stofftransport 
in der lebenden Zelle als Diffusion teilnehmen, verbraucht der sog. 
,aktive Transport“ Stoffwechselenergie, um osmotische Arbeit leisten 
zu kénnen. Die Unterscheidung zwischen aktivem Transport und der 
Einstellung eines ,,Donnan-Gleichgewichtes‘‘ ist nicht immer einfach: 
Zwischen zwei Lésungen gespannte Membranen mit selektiver Ionen- 
permeabilitaét kénnen zu Konzentrationsverschiebungen fiihren, die zu- 
nichst nicht einer Donnan-Verteilung zu folgen scheinen, sondern in 
ihrer Bilanz aktiven Transport vortiiuschen. Eine Anordnung, die Kalium 
gegen einen zunehmenden Konzentrationsgradienten durch Einstellung 
einer Donnan-Verteilung transportiert, wurde erstmalig von Netter? 
1928 angegeben. Andere Modelle zum Stofftransport mittels rein physi- 
kalischer Mechanismen wurden in der Folgezeit von mehreren Autoren 
beschrieben %. 


Als fruchtbare Arbeitshypothese zur Erklirung des aktiven, energie- 
verbrauchenden Transports hat sich die Annahme erwiesen*, daB das zu 
transportierende Ion mit einem Triger einen lipoidléslichen Komplex 
eingehen soll und in dieser Form die Zellmembran passiert. Ahnliche 


1 Ubersicht bei H. Netter, Theoretische Biochemie, Springer-Verlag, Heidel# 
berg 1959. 

2 H. Netter, Pfliigers Arch. ges. Physiol. Menschen Tiere 220, 107 [1928]. 

3 B. J. V. Osterhout u. W. M. Stanley, J. gen. Physiol. 15, 667 [1932]; 
T. Teorell, Scand. Arch. Physiol. 66, 225 [1933]; H. H. Ussing u. K. Zerain, 
Acta physiol. scand. 28, 110 [1951], u. a. 

4 A. Krogh, Proc. Roy. Soc. [London], Ser. B 138, 140 [1946]; H. H. Ussing, 
Physiol. Rev. 29, 127 [1949]. 
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,Triger“-Vorstellungen diskutieren Wilbrandt und Mitarbeiter? fiir 
den Transport von Kohlenhydraten. Die Spaltung des Komplexes, etwa 
durch Zerstérung des Trigers, setzt das Transportierte in Freiheit. Uber 
die chemische Natur einer solchen Tragersubstanz gibt es bis heute keine 
begriindete Vorstellung. Obgleich an zahlreichen biologischen Objekten 
der Zusammenhang zwischen Stoffwechsel und Transportleistung und in 
einzelnen Fillen ATP als Energiequelle sehr wahrscheinlich gemacht 
werden konnte®, ist bisher keine Versuchsanordnung gefunden, die es 
erlaubt, mittels enzymatischer Prozesse die Umwandlung von ATP- 
Energie in osmotische Arbeit, d. h. in Transportleistung zu vollziehen. 


Beobachtungen in einer friiheren Arbeit gaben Hinweise auf ein 
Triger-Modell, mit dem sich eine enzymatische Umwandlung von ATP- 
Energie in Transportleistung realisieren lie}: Das in Wasser gut, in 
organischen Solventien schlecht lésliche Methylenblau bildet mit Aryl- 
schwefelsiiureestern Molekiilverbindungen, die sich in organischen Lé- 
sungsmitteln, besonders in Chloroform, gut lésen. Da diese als Triger 
in Betracht kommenden Ester mittels sulfurylierender Enzymsysteme 
synthetisiert werden kénnen’, andererseits diese Ester aber auch leicht 
enzymatisch hydrolysiert werden, besteht grundsitzlich die Méglichkeit, 
Methylenblau durch eine lipophile Phase von einer Seite eines Systems 
auf die andere zu transportieren. Die experimentellen Méglichkeiten 
dieses Gedankenganges werden in dieser Arbeit gepriift. 


Methodik 


1. Enzymatische Hydrolyse von 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat 
und 4-Nitro-phenylsulfat: Die Spaltung der Arylschwefelsiureester wurde 
unter den letztens® beschriebenen Bedingungen untersucht. Ein Ansatz enthielt 
4 ml Puffergemisch (bestehend aus 1 Tl. 0,2m Natriumacetatpuffer, pH 5,2, 1 Tl. 
1m NaCl und 2 Tin. dest. Wasser), 0,5 ml 0,005 m Substratlésung und 0,5 m/Sulfatase- 
lésung. Als Enzym diente die nach Roy vereinfacht dargestellte sog. Arylsulfatase 
A8, die zum Versuch 1: 5 mit dest. Wasser verdiinnt wurde; das entspricht einem 
EiweiBgehalt von 0,27 mg pro ml Fermentliésung. Die Unterschichtung des An- 
satzes mit 4 ml Chloroform und ein Zusatz von Methylenblau in einer Endkonzen- 
tration von 140 nMol*/ml anderten die Hydrolysegeschwindigkeit nicht meBbar. 
Unter diesen Bedingungen wurden etwa 250 nMol Substrat/Min. pro mg Ferment- 
eiweiB gespalten. 

2. Spektrum einer waBrigen Methylenblau-Lésung in Gegenwart 
von 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat oder 4-Nitro-phenylsulfat: Je 
0,5 ml 0,005m Methylenblau-Lésung wurden mit 0,5 ml einer 0,005m Schwefel- 
siureester-Lisung versetzt, 4,0 ml Puffergemisch zugefiigt und der Ansatz 1: 10 
mit Wasser verdiinnt. In einem dritten Ansatz wurden 0,5 ml Wasser anstelle der 
Esterlésung zugegeben. Die Spektren der drei Lisungen wurden von 4 = 
220 — 750 mu im Spektralphotometer Zeiss gegen Wasser gemessen (Abb. 1). 


* 1nMol (Nanomol) = 10~® Mol. 

5 Ubersicht bei W. Wilbrandt, J. Pharmacy Pharmacol. 11, 65 [1959]. 

6 Ubersicht bei M. Glynn in Progr. Biophys. 8, 242 [1957]. 

7 P. W. Robbins u. F. Lipmann, J. Amer. chem. Soc. 78, 2652, 6409 
[1956]; R. H. De Meio, M. Wizerkaniuk u. J. Schreibman, J. biol. Chemistry 
213, 439 [1955]. 

8 H. Keller u. H. Blennemann, diese Z. 324, 125 [1961], vorstehend. 
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Abb. 1. Spektrum von Methylenblau ohne (O) und mit aquimolarem Zusatz von 
4-Nitro-phenylsulfat (@) oder 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat (@). 


3. Die Verteilung desMethylenblaus zwischen Wasser undChloro- 
form in Abhangigkeit von der Konzentration der Arylschwefelséiureester wurde in 
folgender Weise bestimmt: 0,5 ml einer 0,001m Methylenblau-Lésung, 0,5 ml einer 
0,0005—0,005m Schwefelsiureester-Lésung und 4 m/ Puffergemisch wurden zu- 
sammen mit 4 mi Chioroform 1 Min. geschiittelt. Nach Phasentrennung durch 
kurzes Zentrifugieren wurde die Extinktion des Uberstandes gegen Wasser bei 
578 mu (Photometer Eppendorf) gemessen. Im Leeransatz waren die Arylsulfate 
durch ein gleiches Volumen Wasser ersetzt. Die gewonnenen Kurven sind in Abb. 2 
wiedergegeben. 

4. Die Sulfurylierung erfolgte, wie beschrieben®, mit einem aus Ratten- 
leber nach Roy gewonnenen Enzymsystem. Die Sulfurylierungsrate wurde sowoh 
photometrisch wie auch durch Impulszahlung von eingebautem *5SO,”° verfolgt. 
Wie Abb. 3 zeigt, werden 4-Nitro-brenzcatechin und 4-Nitro-phenol in der gleichen 
GréBenordnung verestert. In den fiir Transportversuche verwendeten Sulfurylie- 
rungsansatzen wurde das Fermenteiwei8 mit 50°, Athanol gefallt, abzentrifugiert 
und der Uberstand im Vak. zur Trockne eingeengt. Der Riickstand wurde dann in 

4,3 m/ Acetatpuffergemisch aufgenommen 
— "00 und zusammen mit 0,7 mi der 0,001 m Me- 
thylenblau-Lésung in das Rohr II der Ver- 
suchsapparatur eingefillt. 

5. Die Anordnung zur Messung des 
Methylenblau-Transportes besteht aus 
zwei durch ein kapillares Rohr miteinander 
verbundenen Glasréhren. 3 cm iiber dem 
Boden verjiingen sich beide Rohre derart, 
daB 2 parallele Glasflichen entstehen, die 
einen Abstand (innen) von 5 mm bei 10 mm 
Breite und 17,5 mm Hohe haben. Dieser Teil 
dient als ,,Kiivette“‘ im Strahlengang eines 
500. NAPS Photometers. Nach oben miinden die beiden 
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blau-Phase in Gegenwart steigender Mengen 
5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat (NHPS) oder 
4-Nitro-phenylsulfat (NPS) nach Schiitteln 
mit Chloroform. Methylenblau-Ausgangs- 
konzentration 100 nMol/ml. 
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Kiivettenteile wieder in Glasrohre wie unterhalb. Form und Abmessungen gehen 
aus Abb. 4 hervor. In diese Apparatur werden zunachst 4 mi Chloroform gefiillt. 
Der Fliissigkeitsspiegel steht dann beiderseits 20 mm hoch. Dariiber werden in 
jedes Rohr 5 ml einer waBrigen Lésung folgender Zusammensetzung geschichtet: 
0,7 ml 0,001 m Methylenblau (Endkonzentration 140nMol/m/), 3,8 mi Acetatpuffer, 
dazu in Rohr I 0,5 ml 0,005 m Arylsulfatlésung, in Rohr IT 0,5 ml Sulfataselésung 
(0,27 mg EiweiB/ml). Verainderungen dieses ,,Standardansatzes* sind im Ergeb- 
nisteil jeweils vermerkt. Dann wird die Glasapparatur in den Strahlengang eines 
Photometers bei A = 578 my gebracht, und zwar so, daB der Kiivettenteil die 
Blende der Photozelle verdeckt. Soll die Zunahme der Extinktion gemessen werden, 





NPS_NHPS 
000 























I 
+1250 
3004 Le 25 
NEAT / +1000 bso 4 
200 = 
\ NP L750 = 
= +500 
S 
= +500 
1004 
1250 
+250 
15 30 “5 60 
Ma 


Abb. 3. Enzymatische Sulfurylierung von 4-Nitro-phenol (NP) und 4-Nitro-brenz- 
catechin (NHP). Linke Ordinate: veresterte nMol (ausgehend von 500 nMol/ml), 
rechte Ordinate: entsprechende Impulszahl/Min. (Einbau von *5SO,°). 


wird das Gerat auf Null eingestellt, soll die Ab- 
nahme gemessen werden, so hat sich die Ein- 
stellung auf 0,9 bewahrt. Die vom Photometer 
gemessene Durchlissigkeit wird von einem 
Linienschreiber aufgezeichnet. Zur Aquilibrie- 
rung des Zweiphasensystems wird mit einer Fre- 
quenz von 35 Min.-! durch ein geschlossenes 
Pumpsystem am oberen Ende des einen Rohres Uy 
1 mi Luft eingedriickt bzw. abgesaugt. Bei der 

Auf- und Abbewegung der kommunizierenden 
Fliissigkeitssiulen entsteht durch die verbin- [hem 
dende Kapillare und durch die Querschnittsver- 
kleinerung an den Kiivettenteilen eine Wirbel- 
bildung, die beide Phasen in sich ausreichend 

mischt. 


























Abb. 4. Form und Abmessung des Reaktions- 
gefaBes. Untere Phase: Chloroform; obere Pha- 
sen: waBriger Puffer. 
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Ergebnisse 


1.Methylenblau-Transport mit synthetischen Phenolsulfaten 

Wir haben zuniachst versucht, mit 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat 
als Traiger im Standardansatz den Transport von Methylenblau zu de- 
monstrieren. Die Diffusion des ,,Traiger-Kation-Komplexes“ aus Rohr I 
durch die Chloroformphase in Rohr II wird durch Abb. 5 wiedergegeben. 
Sowohl die Abnahme wie die Zunahme der Methylenblau-Konzentration 
erfolgt grundsitzlich ohne die Anwesenheit von Sulfatase in Rohr II, 
jedoch sind sowohl die Diffusionsgeschwindigkeiten als auch die er- 
reichten Konzentrationen an Methylenblau abhiingig von der Anwesen- 
heit und Aktivitait des Fermentes. Diese Beziehungen sind in einem spi- 
teren Abschnitt untersucht. 














































































































Abb. 5. Methylenblau-Konzentration in den beiden Rohren wahrend eines Trans- 
portversuches mit 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat ohne (0) bzw. mit (+) Sulfatase 
in Rohr II. 


Es zeigt sich, daB bei der Verwendung von 4-Nitro-phenylsulfat als 
Trager (Abb. 6) weniger Methylenblau-Komplex in das Rohr IT hiniiber- 
transportiert wird, und der Einflu8 des Ferments auf das endgiiltige 
Gleichgewicht geringer ist. Die Erklirung dafiir liegt erstens in der 
unterschiedlichen Verteilung der beiden Komplexe zwischen waBriger und 
organischer Phase — der 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat-Komplex ist 
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besser wasserléslich (Abb. 2) —, zweitens in der héheren Aktivitat der 


Sulfatase gegeniiber diesem Substrat. Durch Subtraktion der ent- 
sprechenden Kurven fiir Rohr I von denen fiir Rohr II der Abb. 5 erhilt 
man die jeweils in der Chloroformphase befindliche Konzentration an 
Methylenblau. Diese ist ebenfalls von der Aktivitit des in Rohr II vor- 
handenen Enzyms abhangig. 
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Abb. 6. Transportversuch mit 4-Nitro-phenylsulfat unter gleichen Bedingungen wie 
in Abb. 5. 


2. Abhangigkeit des Methylenblau-Transportes 
von der Konzentration des Trigers 
Aus den oben genannten Griinden haben wir fiir die folgenden Ver- 
suche nur 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat verwendet. Es zeigt sich, daB 
bei konstanter Enzymkonzentration in Rohr II die Menge des vorge- 
gebenen Triigers in Rohr I iiber Geschwindigkeit und AusmaB des 
Methylenblau-Transportes entscheidet (Abb. 7). 
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Abb. 7a. Transportversuche mit sinkenden 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat-Kon- 
zentrationen (0,5, 0,3, 0,1 ~Mol/ml). 
Abb. 7b. Verhaltnis der Menge an vorgegebenem 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat 
zur Menge des nach 180 Min. transportierten Methylenblaus. 
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j ilies 0804 des Methylenblau-Transportes 
von der Enzy mkonzentration 


Abb. 8a zeigt die Zunahme der Methylenblau-Konzentration in 
Rohr II bei zunehmenden Enzymverdiinnungen. Mit 1,0 ist eine Enzym- 
endkonzentration von 0,027 mg Eiweif/m/ Ansatz bezeichnet. Ver- 
diinnung des Enzyms fihrt zu entsprechend flacher verlaufenden 
Kurven. Die Beziehung zwischen Enzymkonzentration und Transport- 
leistung geht aus der Abb. 8b hervor. 
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Abb. 8a Abb. 8b 


Abb. 8a. Transportversuche mit sinkenden Enzymkonzentrationen in Rohr IIT bei 
konstanter 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat-Konzentration (500 nMol/ml). 


Abb. 8b: Verhaltnis der Enzymkonzentrationen in Rohr II zur Menge des nach 
180 Min. transportierten Methylenblaus. 


4. Methylenblau-Transport mit enzymatisch synthetisiertem 
5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat 

Um ATP-Energie in Transportleistung iiberzufiihren, haben wir 
4-Nitro-brenzeatechin durch ein ATP-abhingiges sulfurylierendes System 
zu 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat verestert. Es erwies sich jedoch als 
nicht moéglich, die Sulfurylierung in der beschriebenen Versuchsanord- 
nung, d. h. in Gegenwart von Methylenblau durchzufiihren. Durch den 
hohen EiweiBgehalt dgs sulfurylierenden Fermentsystems wurden un- 
kontrollierbare Mengen des Farbstoffs adsorbiert, so daB keine definier- 
bare Methylenblau-Menge mehr transportiert werden konnte. Wir haben 
deshalb den Versuch zweizeitig durchgefiihrt. Das nach 1. ¢.8, S. 128, ge- 
wonnene 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat transportierte die in Abb. 9 
wiedergegebenen Methylenblau-Mengen. Den Kurven a und b ent- 
sprechen Sulfurylierungsansitze und damit gebildete Triiger-Mengen im 
Verhiltnis 1: 3. 
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Diskussion 


Biologische Membranen, durch die ein natiirlicher Stofftransport 
stattfindet, haben gegeniiber Membranmodellen zwei Eigenschaften, die 
sich experimentell nicht beide innerhalb einer Versuchsanordnung nach- 
ahmen lassen: Die zwei Kompartimente trennende Schicht ist, wenigstens 
in zirkumskripten Gebieten, sicher oligo- oder monomolekular, und im 
Vergleich zu den begrenzten Fliissigkeitsriumen ist die Membranfliche 
groB. Als Beispiel sei daran erinnert, daB 1 m/ Menschenblut eine Ery- 
throzytenoberfliche von 0,74 m? reprisentiert, die 0,6 ml Fliissigkeit 
trennt. Bei den bekannten Membranmodellen® wird die wirksame Fliche 
meist um den Faktor 100 verkleinert und die Volumina sind um den 
gleichen Faktor vergréBert. Da unter soviel ungiinstigeren Bedingungen 
eine schlechte MeBbarkeit von Transporteffekten zu erwarten ist, haben 
wir auf eine Membran im Sinne einer festen Grenzschicht verzichtet. 
Durch die dauernde Mischung der organischen Phase wird in dem be- 
schriebenen Modell eine so groBe ,,Membran‘“‘-Oberflache geschaffen, daB 
Geschwindigkeit und Ausmaf8 des Farbstofftransportes befriedigend 
werden. 

Bei der Alkoholfallung des Sulfurylierungsansatzes treten erhebliche 
Verluste von 5-Nitro-2-hydroxy-phenylsulfat auf, wodurch die Transport- 
leistung kleiner ist, als der Gesamtmenge an enzymatisch gebildetem 
Ester entspricht (vgl. Abb. 3 und 9). Grundsiatzlich kann die enzyma- 
tische Sulfurylierung des Trigers auch in Rohr I der Versuchsapparatur 
durchgefiihrt werden, z. B. in einer Dialysehiilse, die das FermenteiweiB 
vom Methylenblau trennt. Um das Modell unkompliziert und iibersicht- 


® Siehe bei K. Sollner, 8S. Dray, E. Grim u. R. Neihof in H. T. Clarke, 
Ion Transport across Membranes, Academic Press Inc., New York 1954. 
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lich zu erhalten, haben wir auf Anderungen verzichtet, weil sich kein 
prinzipieller Gewinn dabei ergibt. 


In unserem Modell lassen sich sowohl Triiger als auch Kation und 
lipophile Phase nicht. ohne weiteres auf biologische Verhiltnisse tiber- 
tragen. Ebenso stimmt das Modell nicht mit der Auffassung iiberein, daB 
Trager und Triger-Kation-Komplex nur in der lipophilen Phase vor- 
liegen sollen!®. Gegeniiber diesen beiden qualitativen Unterschieden muB 
ein prinzipieller Unterschied darin gesehen werden, daf sich in der be- 
schriebenenAnordnung auBer dem transportierten Kation auch die 
Triger-Spaltprodukte auf der ,,Innenseite“ irreversibel ansammeln. In 
prinzipieller Ubereinstimmung zu den Befunden am biologischen Objekt 
bezieht der Methylenblau-Transport in unserem Modell die Energie aus 
ATP und alle Energieumwandlungen basieren auf enzymatischen Pro- 
zessen. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der 
Chemischen Industrie haben wir fiir Sachbeihilfen sehr zu danken. 


Zusammenfassung 


Es wird eine Anordnung beschrieben, in der mittels enzymatischer 
Prozesse ATP-Energie in osmotische Arbeit iibergefiihrt werden kann. 
Die Anordnung basiert darauf, das Phenole nach Veresterung mit 
Schwefelsiure durch ATP und sulfurylierende Enzymsysteme mit Me- 
thylenblau chloroformlésliche Molekiilverbindungen geben. Die enzy- 
matische Spaltung der Arylester setzt den Farbstoff aus dem Komplex 
in Freiheit. Durch geeignete Anordnung der wibrigen und organischen 
Phasen wird auf diesem Wege ein aktiver Transport gegen einen Kon- 
zentrationsgradienten erméglicht. 


Summary 


A system is described which enzymically converts energy of ATP 
into osmotic energy. In principle, phenols are esterified with sulphate by 
ATP-sulphate-transferring enzyme systems, and the phenol sulphates 
react with methylene blue to give chloroform-soluble molecular com- 
pounds. Enzymic cleavage of the aryl ester releases the dye from the 
complex. By the correct choice of aqueous and organic phases, active 
transport against a concentration gradient is thus achieved. 


10 TT, I. Shaw, zit. nach 1. c.®. 


Priv.-Doz. Dr. Dr. H. Keller, Institut fiir Physiologische Chemie und Physiko- 
chemie, Kiel, Neue Universitat (A 1), Rudolf-Héber-Haus. 
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Die Fermentaktivitat alternder Lésungen hochgereinigter 
D-Aminosaureoxydase und ihre Beeinflubbarkeit 
durch Effektoren 


Von 


Karl-Oskar Mosebach 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Bonn, 
Direktor: Prof. Dr. Dr. W. Dirscherl 


(Der Schriftleitung zugegangen am 19, Dezember 1960) 


Uber den Einflu8 von Aminosiuren, Peptiden und Proteinen auf 
Fermentreaktionen ist viel gearbeitet worden, doch ist eine iiberzeugende 
Deutung derartiger Effekte bisher nicht gelungen. VerhaltnismaBig ein- 
fach lassen sich die Aktivierungen von Kathepsin und Papain durch 
Cystein, SH-Glutathion und verwandte Sulfhydrylverbindungen er- 
klirent. Diese Aktivierungen kénnen bekanntlich als reduktive Re- 
generation oxydierter SH-Gruppen am Fermentprotein aufgefaBt 
werden. Es muB aber erwihnt werden, daB sich nicht alle Autoren dieser 
Auffassung anschlieBen?. Recht iiberzeugend wirken im allgemeinen 
auch kinetische Beweise fiir kompetitive Hemmungen, etwa bei der D- 
Aminosiiureoxydase durch L-Leucin und andere L-Aminosiuren*. An- 
dererseits haben Edlbacher und Wiss‘, Burton® sowie Dirscherl 
und Mosebach® deutlich gemacht, daB derartige Inhibitoren unter ver- 
anderten Versuchsbedingungen auch aktivieren. Bei den meisten Deu- 
tungsversuchen steht das Fermentprotein im Mittelpunkt. Aktivierende 
Substanzen werden als Protektoren oder Reaktivatoren, hemmende Sub- 
stanzen als Kompetitoren oder Inaktivatoren angesehen. Im Verlauf 
unserer eigenen Untersuchungen®-®, vornehmlich an der D-Aminosiure- 
oxydase, sind wir immer mehr zu der Uberzeugung gekommen, daf den 
hemmenden und aktivierenden Einfliissen von Aminosiiuren und ver- 


1 Th. Bersin u. W. Logemann, diese Z. 220, 209 [1933]; L. Hellermann 
u. M. E. Perkins, J. biol. Chemistry 107, 241 [1934]; Th. Bersinin F. F. Nordu. 
R. Weidenhagen, Handbuch der Enzymologie I, 8. 156, Akademische Verlags- 
gesellschaft, Becker & Erler, Leipzig 1940. 

2 H. A. Krebs, Biochem. Z. 220, 289 [1930]. 

3 §. Edlbacher u. O. Wiss, Helv. chim. Acta 27, 1831 [1944]. 

4 §. Edlbacher u. O. Wiss, Helv. chim. Acta 28, 797, 1111 [1945]; S. Edl- 
bacher, O. Wiss u. A. Walser, ebenda 29, 162 [1946]. 

5 K. Burton, Biochem. J. 48, 458 [1951]. 

6 W. Dirscherl u. K.-O. Mosebach, Liebigs Ann. Chem. 604, 75 [1957]. 

7 K.-O. Mosebach u. W. Dirscherl, Chem. Ber. 90, 992 [1957]. 

8 K.-O. Mosebach, diese Z. 309, 206 [1957]. 
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wandten Effektoren auf Fermente ein gemeinsamer Wirkungsmechanismus 
zugrunde liegt, der sich in erster Niiherung durch die Gleichung 
(Av), = kw — kv? 

beschreiben laBt. In dieser Gleichung bedeuten v die Reaktionsgeschwin- 
digkeit ohne Effektor, (Av), die Differenz der Geschwindigkeiten mit und 
ohne Effektor bei bestimmter Effektorenkonzentration c, k, und k, 
Konstanten. Bei kleiner Reaktionsgeschwindigkeit iiberwiegt das erste, 
positive Glied (Aktivierung), bei grofer Geschwindigkeit das zweite, 
negative Glied (Hemmung). In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, daB 
Hemmungen und Aktivierungen sogar unter gleichen Reaktionsbedin- 
gungen, bei gleicher Fermentaktivitaét und gleicher Fermentmenge auf- 
treten kénnen. In derartigen Fallen ist die Wirkungsrichtung nur vom 
Alter der Fermentlésung abhingig. Die Aktivitit eines Fermentes gegen- 
iiber seinem Substrat ist also kein erschépfender Ausdruck seines Ge- 
samtwirkcharakters. Die BeeinfluBbarkeit durch Effektoren kann bei 
gleicher Fermentaktivitiat und -menge verschiedene GréBe und Richtung 
haben. Die Aktivitaét ist zwar das auffallendste, nicht aber das grund- 
legendste Charakteristikum der Reaktivitit eines Ferments. Diese Er- 
kenntnis zwingt zu einer vertieften Auseinandersetzung mit dem Begriff 
der Fermentaktivitait. Eine verwandte Beobachtung machten iibrigens 
Dirscherl und Schriefers beim Studium der Einwirkung von Steroid- 
hormonen auf kristallisierte Muskelaldolase®. 


Methodik 


Fermentpraparate: Das Apoferment der p-Aminosiureoxydase wurde nach 
Negelein und Brémel?® bereitet. Anstelle von Hammelnieren wurden jedoch 
Schweinenieren verarbeitet. Das Coferment der p-Aminosiureoxydase wurde nach 
Warburg und Christian"™ aus Backerhefe isoliert (Bariumsalz von FAD). 

Der O,-Verbrauch wurde manometrisch nach Warburg gemessen. Im Ein- 
satz befanden sich 0,05 ml 20proz. Kalilauge (Filterpapier), um das bei der Zer- 
setzung der anfallenden Brenztraubensaiure entstehende CO, zu binden. 


Ergebnisse 


Frische Lésungen von hochgereinigter D-Aminosiureoxydase zeigen 
eine Aktivititssteigerung, die etwa 1 Stde. nach dem Auflésen des Fer- 
mentpriparates ein Maximum erreicht. Danach sinkt die Aktivitaét wieder 
ab. L-Histidin, das sich als wirkungsvoller Effektor der D-Aminosiure- 
oxydase erwiesen hat, hemmt die Fermentreaktion vor dem Aktivitits- 
maximum und aktiviert sie nach dem Aktivitiitsmaximum. In Abb. la 
wurden die Anfangsgeschwindigkeiten mit und ohne L-Histidin in Ab- 
hiingigkeit vom Alter der Fermentlésung dargestellt. Jeder Anfangs- 
geschwindigkeit vor dem Maximum entspricht also eine gleichgroBe nach 
dem Maximum. Die zusammengehérigen Werte vor und nach dem Maxi- 


_® W. Dirscherl u. H. Schriefers, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 
[Wien] 7, 97 [1955]. 
10 K. Negelein u. H. Brémel, Biochem. Z. 300, 225 [1939]. 
11 QO. Warburg u. W. Christian, Biochem. Z. 298, 150 [1938]. 
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mum werden durch den Effektor L-Histidin unterschiedlich beeinfluBt, 
bei einigem Abstand vom Maximum sogar mit verschiedenem Vorzeichen. 
Infolgedessen ist zumindest im vorliegenden Falle die Fermentaktivitat 
keine eindeutige GréBe. Diese Mehrdeutigkeit mu’ notwendig auf eine 
Eigenschaft des Fermentproteins zuriickgefiihrt werden, da lediglich das 
Alter des gelésten Fermentproteins wihrend der Versuche variiert wurde. 
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Abb. 1. Anfangsgeschwindigkeit (O,-Verbrauch in den ersten 5 Min. nach Reak- 
tionsbeginn) beim Abbau von p-Alanin durch p-Aminosaureoxydase mit (e) und 
ohne (c) L-Histidin in Abhangigkeit vom Alter der Fermentlésung. 


Der Ansatz enthielt in 2 m/l m/15 Phosphatpuffer, pH 7,1 : 1,78 mg p-Alanin ; 500 ug 
Apoferment; 5,4 ug FAD-Bariumsalz; bei « : 3,10 mg L-Histidin; 37°, Luft. 
a und b: verschiedene Fermentpraparate 


Das Maximum der Fermentaktivitét in Abhingigkeit vom Alter 
der Fermentlésung ist nicht in allen Fallen deutlich zu erkennen. Zu- 
weilen ist es so flach, daB eher von einem konstanten Wert der Ferment- 
aktivitait (siehe Abb. 1b) iiber lingere Zeit gesprochen werden muB. 
Aber auch in derartigen Fallen andert sich kontinuierlich der L-Histidin- 
Effekt. Hemmungen gehen annihernd linear in Aktivierungen iiber. 
Hier ist der Begriff der Fermentaktivitiat vieldeutig geworden. Eine noch 
unbekannte Eigenschaft des Fermentproteins andert sich fortlaufend, 
doch bleibt die Fermentaktivitat hierbei erhalten. 

SchlieBlich gibt es noch den Fall, bei dem die Fermentaktivitiat von 
Anfang an abfallt. Dann wirkt L-Histidin nur als Aktivator. Dieses Er- 
scheinungsbild findet man vor allem bei Verwendung relativ verdiinnter 
Fermentlésungen. Es ist aber anzunehmen, daB auch in derartigen Fallen 
ein Maximum durchlaufen wird, das rasch nach Lésen des Ferment- 
priparates erreicht wird und sich daher schlecht beobachten 1aBt. 


Diskussion 


Die bisherigen Hypothesen iiber Aktivierungen und Hemmungen 
durch Aminosiuren und verwandte Verbindungen erkliren die hier 
geschilderten Beobachtungen nicht. Die bekannte Schutzwirkung von 
Aminosauren gegeniiber hemmenden Schwermetallionen?:’ ist bei diesen 
Effekten nicht wesentlich. Histidin aktiviert auch bei sorgfiltigem 
Fernhalten von Schwermetallionen*®:?, Unklar bliebe in dieser Hinsicht 
auch, warum Histidin, nicht aber Imidazolylmilchsaure, die ebenfalls ein 


12 W. D. Bonner, jun., Biochem. J. 56, 274 [1954]. 
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ausgezeichneter Komplexbildner ist, ak- 
tiviert*. Nicht vereinbar mit dieser 
Hypothese ist ferner die gegenseitige Be- 
einflussung von Effektoren, die gemeinsam 
eingesetzt werden’. Ein  interessantes 
Z eigenes Beispiel sei hier angefiihrt. Hi- 

stidin und Histamin sind ausgezeichnete 
Aktivatoren der D-Aminosiureoxydase. 
Gemeinsam eingesetzt aktivieren sie we- 
/ niger als jeder Stoff fiir sich. Beide Sub- 
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stanzen stéren sich also wechselseitig in 


100 ihrem Aktivierungsmechanismus (Abb. 2). 








Abb. 2. Abbau von p-Alanin durch p-Amino- 
siureoxydase in Gegenwarf von L-Histidin (@), 

ta Histamin (@) und L-Histidin + Histamin (®). 
a” O = ohne Effektor. Der Ansatz enthielt in 2 ml 
a m/15 Phosphatpuffer, pH 7,1 : 3,56 mg L-Alanin; 
7 22,2 ug (— — —) bzw. 68,0 ug ( ) Apo- 
: ferment; 1 ug FAD-Bariumsalz; 12 mg t-Hi- 
"aa stidin (@, ®); 3 mg Histamindihydrochorid (©, 
armas 0); 37°, Luft. 
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Aus gleichen Griinden ist auch die Schutzwirkung von Aminosiuren 
gegeniiber nascierendem Hydroperoxyd' keine ausreichende Erklarung 
fiir die beobachteten Effekte. 

Die meisten Schwierigkeiten macht das Nebeneinander von Akti- 
vierungen und Hemmungen. Burton’ zeigte, dal} beispielsweise L-Leucin 
die D-Aminosiiureoxydase sowohl kompetitiv hemmt als auch vor ther- 
mischer Inaktivierung schiitzt. Bei schneller thermischer Inaktivierung 
bestimmt die Protektorwirkung, bei langsamer die Inhibitorwirkung die 
Richtung der Effekte. Danach ist verstiindlich, warum bei kleinen Fer- 
mentkonzentrationen vornehmlich Aktivierungen, bei groBen dagegen 
Hemmungen in Erscheinung treten. Es ist bekannt, daB bei Verdiinnung 
eine reversible Dissoziation der Fermentmolekiile in besonders empfind- 
liche ,,subunits“ stattfindet “4. 

Diese Burtonsche Auffassung ist kinetisch gut fundiert, dennoch 
bleiben Widerspriiche. Die gegenseitige Beeinflussung verschiedener, 
gleichzeitig eingesetzter Effektoren wird von dieser Auffassung nicht 
verstanden. AuBerdem miiBten besonders gute Protektoren besonders 
starke Inhibitoren sein. Das ist keineswegs der Fall. L-Histidin ist ein 





18 -H. Wieland u. B. Rosenfeld, Liebigs Ann. Chem. 477, 32 [1930]. 
14 P. Bernfeld, S. Jacobson u. H. C. Bernfeld, Arch. Biochem. Bio- 
physics 69, 198 [1957]. 
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ausgezeichneter Aktivator, aber nur ein schwacher Inhibitor, beim 
Leucin ist es umgekehrt®. Auch die hier behandelten Effekte lassen sich 
mit der Hypothese von Burton nicht erkliiren. Hemmungen und Akti- 
vierungen treten selbst dann nacheinander auf, wenn eine thermische 
Inaktivierung noch gar nicht in Erscheinung tritt. Wir glauben daher, 
daB diese Hypothese vertieft werden muf und wollen kurz unsere eigene 
Auffassung skizzieren: 

Die Fermentmolekiile, insbesondere ihre aktiven Zentren, sind 
stiindigen In- und Reaktivierungen unterworfen. Eine Abnahme der Fer- 
mentaktivitit erfolgt erst dann, wenn irreversible Inaktivierungs- 
reaktionen vorherrschen. Die Fermentaktivitit ist nach unserer Auf- 
fassung also eine statistische GréBe. Die kompetitive Hemmung ist nur 
ein Sonderfall reversibler Inaktivierungsreaktionen. Wir nehmen nun an, 
daB in aktiven Fermentlésungen wie in allen nativen Proteinlésungen 
Kettenreaktionen, z. B. fortlaufende Austauschreaktionen zwischen-SH- 
und-SS-Gruppen?*, mit bestimmter Intensitit ablaufen und die Zahl der 
Reaktionsschritte pro Zeiteinheit in einem funktionellen Zusammenhang 
mit der Fermentaktivitit steht. Da aber die Zahl der Reaktionsschritte 
in einem System, in dem Kettenreaktionen ablaufen, sich aus dem Pro- 
dukt Kettenzahl mal Kettenlinge ergibt, ist diese Zahl vieldeutig. Viele 
kurze Reaktionsketten kénnen die gleiche Zahl an Reaktionsschritten 
pro Zeiteinheit umfassen wie wenige lange. Die hier behandelten Effek- 
toren werden als Stoffe aufgefaBt, die die Zahl dieser intra- und inter- 
molekularen Reaktionsketten beeinflussen. Bewirkt die Zugabe eines 
solchen Effektors eine Erhéhung der Kettenzahl wegen Schaffung neuer 
aktiver Zentren als Ausgangspunkt neuer Ketten (etwa die Bildung neuer 
reaktionsfiihiger SH-Gruppen), so ist damit immer eine Verkiirzung der 
Kettenlingen verbunden, weil mit zunehmender Konzentration an ak- 
tiven Zentren die Wahrscheinlichkeit fiir gegenseitige Abbruchreaktionen 
wichst. Ob ein Effektor dann aktiviert oder hemmt, hiingt davon ab, ob 
die Zunahme der Kettenzahl oder die damit verbundene Verkiirzung der 
Kettenliinge dominiert. 

Die hier skizzierte Auffassung erméglicht eine einfache Erklirung 
fiir den Wechsel der Wirkrichtung mit zunehmendem Alter der D-Amino- 
siureoxydase-Lésung. Wenn man annimmt, daB in frischen Ferment- 
lésungen viele kurze und in ilteren Fermentlésungen wenig lange Re- 
aktionsketten ablaufen, so kann man im ersteren Falle mit Hemmungen 
und im letzteren mit Aktivierungen rechnen. Im ersteren Falle wiirde bei 
Zugabe des Effektors die mit zanehmender Kettenzahl verbundene Ver- 
kiirzung der Kettenlinge dominieren, im letzteren die zunehmende 
Kettenzahl selbst. 





15 L. Eldjarnu. A. Pihl, J. biol. Chemistry 225, 499 [1957]; W. Kauzmann 
in W. D. McElroy u. B. Glass, The Mechanism of Enzym Action, 8S. 102, Johns 
Hopkins Press, Baltimore 1954; I. M. Klotz, J. Ayers, J. Y. C. Ho, M. G. Horo- 
witz u. R. E. Heiney, J. Amer. chem. Soc. 80, 2132 [1958]. 
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Zusammenfassung 

Die Fermentaktivitit alternder Lésungen von _hochgereinigter 
D-Aminosiureoxydase durchliuft ein Maximum. L-Histidin hemmt die 
Fermentreaktion vor dem Maximum und aktiviert sie nach dem Maxi- 
mum. Die Fermentaktivitat ist also kein eindeutiges Kennzeichen des 
Gesamtwirkcharakters. 

is wird eine umfassende Erklirung fiir dieses Phinomen gesucht 
und eine Auffassung vertreten, deren wesentlicher Inhalt die Beein- 
flussung intra- und intermolekularer Kettenreaktionen durch die hier 
behandelten Effektoren ist. 


Summary 


During the ageing of solutions of highly purified D-amino acid 
oxidase, the activity passes through a maximum. Before the maximum, 
L-histidine inhibits the enzymic reaction and after the maximum causes 
an activation. Enzymic activity is therefore not a true indication of the 
state of the enzyme. 

An explanation of the phenomenon is sought and an interpretation 
is offered, which essentially involves the influence of effectors on intra- 
and intermolecular chain reactions. 


Priv.-Doz. Dr. K suid Oskar Mosebach, Physiologisch-Chemisches —_ nstitut der 
Universitat Bonn, Nufallee 11. 
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Uber das Vorkommen eines innerkristallin 
quellungsfahigen Silicates in Lungen Silicosekranker 
Von 
Armin Wei8 


Aus dem Eduard-Zintl-Institut fiir Anorganische und Physikalische Chemie 
der Technischen Hochschule Darmstadt 


(Der Schriftleitung zugegangen am 3. Januar 1961) 


Seit lingerer Zeit ist mit Sicherheit bekannt, daB die Silicose- 
erkrankung der Lunge durch festes Siliciumdioxyd ausgelést wird. Auf 
welchem Wege diese chemisch so indifferente Verbindung, vor allem in 
der Form von Quarz und Cristobalit, die Krankheit induziert, ist noch 
ungeklart. Im Zusammenhang mit dieser Frage schien es daher zweck- 
miaBig, in den Lungen Silicosekranker nach solchen siliciumhaltigen 
Verbindungen zu suchen, die sonst nirgends anzutreffen sind. 


Vorkommen einer glimmerihnlichen Verbindung 
in Silicoselungen 


Wie bereits in einer friiheren Arbeit! berichtet wurde, fiel uns im 
Rahmen solcher Untersuchungen auf, daB im Konzentrat der anorga- 
nischen Verbindungen aus Silicoselungen stets eine kristalline Kom- 
ponente mit einem stark gestérten, pseudohexagonalen Kristallgitter 
enthalten war. Die Gitterdimensionen mit 

a= 6,2, A b6=9,0,A c = 10,3—10,7 A 
erinnern an die von glimmerartigen Schichtsilicaten?. Zum Unterschied 
von diesen ist aber der ,,Schichtabstand“ stets gréBer als der von allen 
anderen, sonst in der Natur vorkommenden Glimmern. Um diese Aussage 
zu erhirten, wurden zum Vergleich Glimmer und glimmerartige Schicht- 
silicate aus 367 Fundorten niher untersucht, darunter vor allem auch 
aus denjenigen Lagerstiitten, welche die Rohstoffe bzw. den Staub in den 
besonders silicosegefiihrdeten Betrieben lieferten. In allen untersuchten 
Proben war der Schichtabstand deutlich kleiner als in der Komponente 
aus den Silicoselungen (Tab. 1). 

Ein Zusammenhang zwischen der Schwere der Erkrankung und 
dem Schichtabstand der glimmerihnlichen Verbindung ist nicht zu er- 
kennen. Wenn in der Lunge eines Nichtsilicosekranken Glimmer vor- 
kommt, liegt der Schichtabstand desselben in dem Bereich, den auch 
die in den Gesteinen vorkommenden Glimmerminerale iiberstreichen. 


1 A. WeiB, Beitr. Silikoseforschung, Sonderband Grundfragen aus der Sili- 
koseforschung ITI, 45 [1958]. 

2 Vgl. hierzu G. W. Brindley, ,,X-ray Identification and Structure of the 
Clay Minerals‘, Verlag der Mineralog. Soc. Great Britain, London 1951. 
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Tab. 1. Vergleich der Schichtabstaénde von Glimmern aus primaren und sekundaren 
Lagerstaétten mit denen der glimmerahnlichen Verbindung in Silicoselungen. 

















Schicht Glimmer- Schicht- 
a ‘ : ; ahnliche abstand 
Glimmermineral abstand Pape 
Verbindung J 
aus Lungen | (Mittelwerte) 

Muskowit und Serizit. .... 9,9—10,1 Silicose- 10,4, 
(Proben aus 37 versch. Lagerstiatten) grad I 

Biotit . ss 6 : 9,9—10,2 

(Proben aus 24 nen iaplenanten) 

Lepidolith und Zinnwaldit . . 9,8—10,0 Silicose- 10,3, 
(Proben aus 26 versch. Lagerstitten) grad IT 
Phlogopit... 10,0—10,2 

(Proben aus 14 — Laageeenhinen) 

Margarit und Xanthophyllit . 9,7—9,9 Silicose- 10,45 
(Proben aus 7 versch. Lagerstatten) grad IIT 

ists} =. sos 9,8—10,2 

(Proben aus 11 ani: agueiththen) 

Diverse Glimmer ... 9,8—10,2 ohne 10,2, 
(Proben aus 248 versch. anes welt Silicose 
Tongesteinen) 





Haufig findet sich in den Silicoselungen neben der unbekannten 
glimmerihnlichen Komponente auch gewéhnlicher Glimmer. Die Unter- 
scheidung ist dann zwar wesentlich erschwert, in den meisten Fillen 
aber noch sicher durchgufiihren. Wahrend die gewéhnlichen Glimmer im 
allgemeinen verhiltnismaBig scharfe Réntgeninterferenzen mit geringer 
Halbwertsbreite liefern, treten bei der unbekannten Komponente stark 
verbreiterte Réntgeninterferenzen mit groBer Halbwertsbreite auf. Eine 
genauere Analyse der fiir den Schichtabstand charakteristischen (001)- 
Interferenzen erlaubt daher meistens eine sichere Entscheidung. 


Zur Nachweisempfindlichkeit von glimmerartigen Verbin- 
dungen in Mineralgemengen 

Der Nachweis dieser glimmerihnlichen Verbindung in den Silicose- 
lungen ist praktisch nur auf réntgenographischem Wege méglich, weil 
alle anderen Methoden wegen der gleichzeitigen Gegenwart von Quarz, 
Feldspat, echtem Glimmer, Calciumcarbonat, Calciumphosphaten, 
Kisenoxyden, Kohle usw., bzw. wegen der extrem kleinen TeilchengréBe 
(z. T. nur 100 A) versagen. Réntgenographisch lassen sich aber in solchen 
Gemengen Beimengungen an Glimmer erst bei Gehalten von mehr als 
5% sicher erkennen®. 

3 Vgl. hierzu den Bericht des Tonmineralausschusses der dtsch. keram. Ges. 


,.Vergleichende Priifung der Verfahren zur quantitativen Mineralanalyse bei Tonen 
und Kaolinen“, Verlag der dtsch. keram. Gesellschaft, Bonn 1958. 
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Um trotzdem sichere Aussagen iiber die Haufigkeit der Verbindung 
zu erhalten, muBte daher zuniichst die Nachweisempfindlichkeit wesent- 
lich gesteigert werden. Dies gelang iiber eine Reaktion mit langkettigen 
n-Alkylammoniumionen n-C,H,,;,NH$ (« = 10—18). Wie bereits in 
einer friiheren Arbeit mitgeteilt wurde, lassen sich bei Glimmermineralen 
die Kationen zwischen den Silicatschichten gegen langkettige n-Alkyl- 
ammoniumionen austauschen*. Dabei erhdht sich z. B. bei Muskowit 
der Schichtabstand um den Betrag 4d = (a—1) - 1,26 + 3,5 — 2,4 [A] 
(a = Anzahl der C-Atome in der unverzweigten Alkylkette, 3,5 = van 
der Waals-Abstand zweier Methylgruppen, 2,4 = ,,Eintauchtiefe‘ der 
-NH§$- und der CH;-Gruppe in die Silicatschicht). Mit der Einfiihrung 
der Alkylammoniumionen werden die Glimmer auch zur eindimensio- 
nalen innerkristallinen Quellung unter den verschiedensten Fliissig- 
keiten befaihigt. Gleichzeitig wird die Strukturamplitude der fiir den 
Schichtabstand charakteristischen Interferenz (002) etwa um den Faktor 
4,8 erhdéht. Da sich mit steigendem Schichtabstand die Interferenz (002) 
zu kleinen Ablenkungswinkeln hin verschiebt, wichst auch der Polari- 
sations-Lorentz-Faktor von 26,8 auf etwa 131 (fiir CuK ,-Strahlung) an. 
Damit steigt die beobachtete Intensitit dieser Interferenz gegeniiber der 
von unbehandeltem Glimmer fiir CuK ,- bzw. FeK,-Strahlung um den 
Faktor 113. In dem gleichen MaBe, wie die Intensitit dieser Interferenz 
ansteigt, wird auch der réntgenographische Nachweis empfindlicher. Es 
sollten sich also nach der Ionenaustauschreaktion mit n-Alkylammonium- 
ionen Beimengungen von etwa 0,05 Gew.-% noch sicher erfassen lassen. 
Durch Modellversuche wurde experimentell eine Erfassungsgrenze von 
0,01 Gew.-% bestiitigt. 

In der Struktur der Glimmer tritt fiir jedes Atom mit dem Parameter z ein 
entsprechendes bei —z auf. Der Beitrag der Silicatschicht zur Strukturamplitude 
der Interferenz (002) errechnet sich daher nach 
F’(oo2) = 2 f arcos 272z a1 + 4 fycos 2722) + 2 foncos 222z0n + 

4 fsicos 272zsi + 6 fycos 2722. 
(fi = Atomformamplitude der Atomart) 


Bei sehr groBen Schichtabstanden sind alle Werte fiir z; kleiner als 0,04, also 
liegen alle cos-Werte zwischen +1,00 und +0,91. Die Summe F’(o9,) wird daher 
groR. Bei kleinen Schichtabstaénden liegen die z;-Werte zwischen 0,000 und 0,161 
und entsprechend die cos-Werte zwischen +1,00 und —0,44. Die Summe F’(93) 
wird deshalb klein. Aus Abb. 1 lassen sich die jeweiligen cos-Werte fiir die einzelnen 
Atomsorten ablesen. Bei den Proben mit groBen Schichtabstiénden tragen die 
n-Alkylammoniumionen selbst und die Molekel einer eventuell eingelagerten 
Quellungsfliissigkeit wegen ihrer groBen Beweglichkeit im Gitter nicht viel zur 
Intensitat der Interferenzen bei. Der Beitrag der Silicatschicht zur Interferenz (002) 
bestimmt daher weitgehend ihre Intensitat. 


Bei der glimmerihnlichen Komponente aus Silicoselungen erfolgt 
die Reaktion mit n-Alkylammoniumionen im Vergleich zu Muskowit, 
Biotit oder Illiten besonders rasch und glatt. In den meisten Fiillen 
geniigt eine Reaktionsdauer von etwa 4 Wochen bei 60°. 


4 A. WeiB, A. Mehler u. U. Hofmann, Z. Naturforsch. 11b, 431 [1956]. 
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Aufschlu8 der Lungen zu den Untersuchungen 


Trotz der erhéhten Nachweisempfindlichkeit nach dem Eintausch 
von n-Alkylammoniumionen war es nicht méglich, die glimmerihnliche 
Komponente in den gefriergetrockneten, zerkleinerten Lungen sicher 
nachzuweisen. Erst wenn die ,,anorganischen‘’ Komponenten ange- 
reichert waren, gelang der Nachweis zuverlissig. Zur Anreicherung 
wurden die Lungen oder Lungenteile entweder mit Aceton entwiissert 
oder gefriergetrocknet, zerkleinert und anschlieBend mit wasserfreiem 
Formamid aufgeschlossen®. Kontrollversuche haben jedoch gezeigt, daB 
in wasserhaltigem Formamid aus amorphem SiO, und Al,O, bei 140° 
Schichtsilicate entstehen kénnen. Daher schien eine Uberpriifung mit 
anderen AufschluBverfahren zweckmibig. 


Hierzu wurde in einem Versuch ein Teil einer Silicoselunge mit 
Formamid aufgeschlossen; in einem zweiten Teil wurden nach Gefrier- 
trocknung und Homogenisierung die Proteine durch Kochen in Wasser 
denaturiert und anschlieBend mit Pepsin bzw. Trypsin abgebaut und in 
Lésung gebracht. In einem dritten Teil wurden die kohlenstoffreichen 
Verbindungen im feuchten* Sauerstoffstrom bei 320—360° abgebrannt. 
In die Riickstiinde aus den verschiedenen AufschluBmethoden wurden 
n-Alkylammoniumionen eingefiihrt. Die Réntgendiagramme dieser 
Proben zeigten, dai keine auBerhalb der experimentellen Fehlergrenzen 
liegenden Unterschiede auftreten (Tab. 2). 


Tab. 2. Einflu® verschiedener AufschluBverfahren auf die Schichtabstinde einiger 
n-Alkylammoniumderivate der glimmerahnlichen Verbindung. 





Schichtabstand (A) 
Nach der Trocknung bei 60° u. 0,1 Torr 
AufschluBverfahren mit den Ionen 


n-C,,H,;NH; |n-C,,H,,NH®@ | n-C,,H,,NH?® 





FormamidaufschluB nach Thomas 
und Stegemann ....... 33,8—34,0 41,8—42,1 47,0 


Anorganische Bestandteile durch en- 
zymatischen Abbau der Proteine 











AUPOIGIOREEGs, 4) Gis) ol es! 2 + 33,2 41,9 46,9 
Anorganische Bestandteile durch Er- 47,1 

hitzen im feuchten Sauerstoffstrom (unein- 

bei 375° angereichert . . .... 33,3 42,0 heitlich) 








* Beim Abbrennen in einem trockenen Sauerstoffstrom werden die Inter- 
ferenzen der gesuchten Verbindung deutlich unscharfer. Wahrscheinlich beru! t 
dies auf der Abspaltung von H,O aus OH-Gruppen im Kristallgitter. 

5 K. Thomas u. H.Stegemann, Beitr. Silikoseforsch. Heft 28, 1 [1954]. 
K. Thomasu. H. Stegemann in K. W. Jétten, W. Klosterkétter u. G. PF fef- 
ferkorn, Die Staublungenerkrankungen, Bd. II, S. 172, Verlag D. Steinkopff. 
Darmstadt 1953. 


Hoppe-Seyler‘s Zeitschrift f. physiol. Chemie. 324 1] 














Armin WeiB, Bd. 324 (1961) 





158 



































Die Beobachtung, daB die glimmerihnliche Verbindung auch bei 
langerem Erhitzen im feuchten Sauerstoffstrom bei 350° unverindert 
bleibt, beweist ihre ,,anorganische“ Natur. Wenn man aus dem Abbrenn- 
riickstand der Lungen die Carbonate und Phosphate mit Salzsiure ex- 
trahiert, werden die Réntgeninterferenzen der glimmerihnlichen Ver- 
bindung in ihrer Lage nicht verandert; sie werden lediglich etwas un- 
schiirfer. Da nach der Séiurebehandlung als anionenbildende Elemente 
nur mehr Silicium und Sauerstoff neben wenig Phosphor vorhanden 
sind, wird unter Beriicksichtigung der Gitterdimensionen der Schlub 
zwingend, daB es sich um ein Silicat handelt. 


Haufigkeit der Verbindung in Silicoselungen 


Zum Nachweis der Haufigkeit, mit der die fragliche Verbindung 
in den Lungen Silicosekranker auftritt, wurden uns freundlicherweise 
von Herrn Prof. Thomas, Géttingen, und Herrn Dr. Otto®, Erlangen, 
viele Staubproben aus Silicoselungen zur Untersuchung iiberlassen. Zu- 
sammen mit den selbst isolierten Priparaten standen insgesamt Proben 
aus 181 verschiedenen Silicoselungen (mit Silicosegrad I: 64, mit Silicose- 
grad II: 18, mit Silicosegrad III: 46, ohne niihere Kennzeichnung des 
Silicosegrades: 53) zur Verfiigung. Dazu kamen zur Kontrolle 31 Staub- 
proben aus Lungen ohne Silicoseerkrankung. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen sind in Tab. 3 zusammen- 
gestellt. Die Ubersicht zeigt, daB die glimmerahnliche Verbindung 
fiir die Silicoselunge charakteristisch ist. Ob sie in der Lunge aus 
Quarz neu gebildet oder nur aus natiirlichen Glimmern abgewandelt 
wird, ist noch unbekannt. Ebenso bleibt offen, welcher kausale Zu- 
sammenhang mit der’ Silicose besteht: mitverursachend oder ungefihr- 
liche Ablagerungsform fiir Siliciumdioxyd ? 


Tab. 3. Haufigkeit des Auftretens der glimmerahnlichen Verbindung in mensch - 
lichen Lungen mit und ohne Silicose. 








Glimmerahnliche Verbindung 
Anzahl der ee . ‘ : . 
untersuchten Lungen mit Sicherheit sicher nicht Befund nicht 
vorhanden vorhanden eindeutig 
in in in 
mit Silicose 18]. .... 180 0 1 
ohne Silicose 31. .... 0 26 5 





Die eindimensionale innerkristalline Quellung 
der glimmerihnlichen Verbindung 


Die glimmerartigen Schichtsilicate zeichnen sich vor allen anderen 
Schichtsilicaten durch die Fahigkeit zur eindimensionalen innerkristal- 


6 Vgl. auch H. Otto, Beitr. Silikoseforschung, Sonderband Grundfragen aus 
der Silikoseforschung ITI, 17 [1958]. 
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linen Quellung aus’. Es lag daher nahe, auch die glimmerihnliche Ver- 
bindung der Silicoselungen in dieser Hinsicht zu studieren. 

Nach der Einfiihrung von n-Alkylammoniumionen war ein solches 
Quellungsvermégen vorhanden (Tab. 4). Die Aufweitung des Schicht- 
abstandes ist weitgehend unabhingig von der MolekelgréBe der Quel- 
lungsfliissigkeit. Sie betrigt mit n-Decylammoniumionen nur etwa 2,0 
bis 2,2 A, mit n-Octadecylammoniumionen 2,6—2,7 A. Dieser Betrag ist 
kleiner als der van der Waals-Durchmesser einer Alkylkette senkrecht 
zur Lingsachse. Fiir die reversible Schichtabstandsinderung unter den 
verschiedensten Fliissigkeiten mu daher eine reversible Umordnung 
der Alkylketten der n-Alkylammoniumionen zu den Baueinheiten des 
Silicates verantwortlich sein. Aus der Linge der gestreckten n-Alkyl- 
ammoniumionen mit der durch diese Ionen bedingten Schichtaufweitung 
errechnet sich, daB die Lingsachsen der gestreckt gedachten Alkylketten 
mit der Ebene der Silicatschichten einen Winkel von 55—56° ein- 
schlieBen miiBten. Diese Anordnung liBt sich durch die beiden Grenz- 
fille der reinen cis- bzw. trans-Form charakterisieren. Im gequollenen 
Zustand muB die Anordnung der Alkylammoniumionen einer dieser 
beiden Grenzformen entsprechen, wie dies in der Abb. 2a und b schema- 
tisch gezeichnet ist, oder zwischen diesen beiden Grenzformen liegen. 


Tab. 4. Innerkristallines Quellungsvermégen der glimmerahnlichen Verbindung 
nach der Einfiihrung verschiedener n-Alkylammoniumionen. 























Schichtabstand (A) unter 
Als Kation 
: ‘ bei 60° = : 
cingetiet u. 0,1 Torr Wasser Athanol | n-Decanol — 
getrocknet 

n-C,,H,,NH® 28,8 30,8 30,8 31,0 30,8 
n-C,)H»;NH® 33,8—34,0| 35,1—36,0| 35,7 35,3—36,2| 34,7 
n-C4HogNH® 36,9 39,5 38,8 39,8 39,6 
n-C, gH ,NH® 41,8—42,1] 43,9 44,8 
n-C,,.H,,NH® 47,0 49,7 49,6 49,6 49,8 


Wie bereits friihere Untersuchungen an Glimmern gezeigt haben, 
tritt eine derartige Anordnung stets bevorzugt auf, weil in ihr jeweils 
alle 3 H-Atome eines RNH$§-Ions gleichwertige H-Briickenbindungen zu 
den O-Atomen der Sauerstoff-Sechserringe an der Oberfliche der Silicat- 
schichten ausbilden kénnen. 


In der Quellung der n-Alkylammoniumderivate liegt wieder ein 
deutlicher Unterschied zu den glimmerartigen Schichtsilicaten vor. Bei 
letzteren ist die Abstandsiinderung unter den verschiedensten Fliissig- 
keiten um den Faktor 2—10 gréBer. Ahnliche Unterschiede wie bei den 


? Vgl. hierzu A. WeiB, Chem. Ber. 91, 487 [1958]. 
8 A. WeiB, E. Michel u. A. WeiB in ,,Hydrogen Bonding“, S. 495, Per- 
gamon Press, London 1959. 
Mog 
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Abb. 2. Schematische Darstellung der wahrscheinlichen Anordnung der Alkyl- 
ammoniumionen zu den glimmerahnlichen Schichten: a) gestreckte trans-Form; 


b) ideale cis-Form. 


in Tab. 5 aufgezihlten n-Dodecylammoniumderivaten wurden auch nach 
der Kinlagerung anderer langkettiger n-Alkylammoniumionen (C,, Cio, 
C,4, Cy, und C,,) gefunden. 


Tab. 5. Vergleich der innerkristallinen Quellung der glimmerahnlichen Verbindung 
aus Silicoselungen mit der Quellung von glimmerartigen Schichtsilicaten. 





n-Dodecyl- 


Maximale* Schichtabstandsinderung (A) 
der getrockneten Verbindung unter 











ammoniumderivat e 
Wasser Athanol n-Decanol | Butyronitril 

der Verbindung aus 
Silicoselungen . 1,3—2,0 1,9 1,8—2,2 1,1 
von Muskowit 
(aus Norwegen) . . 6,8 5,4 16,5 4,3 
von Biotit 
(von New-Jersey) 6,8 5,2 16,3 4,5 
von Batavit 
(von Kropfmiihl 
i. Bayr. Wald). . . 10,9 9,6 16,1 11,1 
von Beidellit 8,4 
(von Unterrupsroth 
[Rhén]). . . 10,2 22,4 10,6 
von Hectorit 
(von Hector/Calif.). . 1,4 2,4 15,0 14,5 











* Bei den getrockneten glimmerartigen Schichtsilicaten kénnen unterschiedliche Schicht- 
abstiinde auftreten. Je nachdem, welcher Abstand fiir die Errechnung der Abstandsinderung zu- 


grunde gelegt wird, erhilt man unterschiedliche Werte. 
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Vor der Einfiihrung der n-Alkylammoniumionen konnte in den mit 
Formamid isolierten Staubproben keine Quellung nachgewiesen werden. 
Da beim Formamidaufschlu8 in groBer Menge NH§{-Ionen entstehen, 
und diese wie K®-Ionen bei hochgeladenen glimmerartigen Schicht- 
silicaten die Quellung blockieren kénnen®, lag es nahe, die Proben nach 
der ,,enzymatischen Anreicherung“ aus der Lunge niher zu untersuchen. 
Wie Tab. 5 zeigt, liegt die Verbindung in der Lunge in einer zur ein- 
dimensionalen innerkristallinen Quellung befihigten Form vor. Durch 
Behandlung mit NH{-, K°-, Rb®- oder Cs°-Ionen geht die Fihigkeit 
zur Quellung verloren. Aber auch diese Ionen lassen sich noch gegen lang- 
kettige n-Alkylammoniumionen austauschen. 


Tab. 6. Quellungsverhalten des glimmerahnlichen Silicates der Silicoselungen nach 
der Anreicherung durch enzymatischen Abbau der Proteine in Abhangigkeit von 
der Art der austauschbaren Kationen. 














; Schichtabstand (A) 
Als austauschfahige : 
Kationen* eingefiihrt: unter iiber P,0,, 
Wasser getrocknet 
Ree ss ee te a 12,8 10,1 
Mae Ss Gs nee 13,2 10,1 
WR ies Se Ke 10,3 10,2 
1 NOS eee ree 10,3 10,3 
ROE Yo ee Pate? Series 10,3 10,3 
Me eee gr we ee 10,3 10,2 
ee 13,2 10,4 
a a me Pate 13,6 10,3 
* Ob die Kationenaustauschreaktion jeweils quantitativ abgelaufen war, konnte analytisch 
nicht sicher iiberpriift werden, weil die Verbindung nicht rein vorlag. 


Welche Kationenart in der Silicoselunge gebunden ist, konnte bisher 
noch nicht ermittelt werden. Bei der Ionenaustauschreaktion gehen u. a. 
Lysin, Arginin und basische, niedrige Peptide in Lésung. Diese sind aber 
wahrscheinlich erst beim AufschluB in die Verbindung eingetauscht 
worden. 


Aus friiheren Untersuchungen® ist bekannt, da quellungsfihige 
Verbindungen weitgehend unabhangig vom spezifischen Bau der Schichten 
oder Fasern eine Reihe interessanter katalytischer Wirkungen entfalten 
kénnen. Im Zusammenhang mit der Silicose verdient dabei die Oxydase- 
oder Proteasewirkung besondere Beachtung. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft, der Bergbau-Berufs- 
genossenschaft und dem Fonds der Chem. Industrie bin ich fiir die materielle 
Foérderung der Untersuchungen zu besonderem Dank verpflichtet. 


® A. WeiB u. U. Hofmann, Z. Naturforsch. 6b, 405 [1951]; A. WeiB, 
Z. anorg. allg. Chem. 297, 257 [1958]; I. Barshad, Amer. Mineralogist 338, 655 
[1948]; A. WeiB, A. Scholz u. U. Hofmann. Z. Naturforsch. 11b, 429 [1956]. 
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Zusammenfassung 


In der Lunge Silicosekranker findet sich ein zur eindimensionalen 
innerkristallinen Quellung befihigtes Silicat, das in der Normallunge 
nicht auftritt. Nach der Einfiihrung von Ammonium-, Kalium-, Rubi- 
dium- oder Cisiumionen durch eine Ionen-Austauschreaktion verliert 
dieses Silicat die Fahigkeit zur Quellung. 

Die Empfindlichkeit des Nachweises in den Réntgenbeugungs- 
diagrammen wird durch die Einfiihrung langkettiger n-Alkylammonium- 
ionen um mehrere Zehnerpotenzen erhoht. 


Summary 


The lungs of silicosed patients contain a silicate, absent from normal 
lungs, and capable of intracrystalline, one dimensional swelling. Its 
swelling properties are lost when ammonium, potassium, rubidium or 
caesium ions are introduced by ion exchange. 

The sensitivity of its detection by X-ray diffraction patterns is in- 
creased by several powers of ten by the introduction of long-chain 
n-alkylammonium ions. 


Dr. Armin Wei, Eduard-Zintl-Institut fiir Anorganische und Physikalische 
Chemie der Technischen Hochschule Darmstadt. 
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Adenosindesaminase und ihre Verwendung zur 
praparativen Inosindarstellung 
Von 
Willibald Klein 


Aus den Wissenschaftlichen Laboratorien der S. I. Prodotti Schering, Milano 


(Der Schriftleitung zugegangen am 11. Januar 1961) 


Die Fermentreaktion: Adenosin +- H,O —~ Inosin + NH, _ver- 
lauft allem Anschein nach irreversibel von links nach rechts und es ist 
zu vermuten, daB die Umsetzung unter betrichtlicher Abnahme an 
freier Energie vor sich geht. Wir haben gefunden, daB eine vollstiindige 
Desaminierung auch unter suboptimalen Bedingungen erreichbar ist, 
z. B. bei Anhaiufung der Spaltprodukte, bei Ausschaltung von Puffer- 
lésung u.a. Solche Fermenteigenschaften bieten giinstige Vorbedin- 
gungen fiir die priparative Isolierung der Reaktionsprodukte. Inosin ist 
schon von Kalckar! auf fermentativem Wege gewonnen worden; er 
erzielte jedoch nur eine Ausbeute von 60%. Im folgenden wird ein ein- 
faches Verfahren zur Gewinnung eines Adenosindesaminase-Praparates 
beschrieben, welches eine priparative Inosindarstellung in groBem Mab- 
stab erméglicht. 


Methoden 


Der Verlauf der Fermentreaktion wird nach Kalckar? gemessen an Hand des 
Unterschiedes der optischen Dichte von Adenosin und Inosin bei 260 my. Die 
Standardprobe enthalt pro ml 0,05 «Mol Adenosin als Substrat. Der entsprechende 
Extinktionswert ist bei 10mm Schichtdicke 0,670, der einer aquimolekularen 
Inosinlésung 0,270. Ein Dichteunterschied von 0,400 im Versuch zeigt also an, daB 
die Reaktion zu 100°, abgelaufen ist. 

Die Probe hat ein Gesamtvolumen von 3,0 ml; darin sind enthalten: 40 ug 
Adenosin, 1,0 ml 0,01m Pufferlésung, pH 7,7, und 1,0 m/l Fermentlésung von ge- 
eigneter Verdiinnung, z. B. 1: 200. Als Puffer kénnen Veronal, Phosphat, Tri- 
athanolamin oder Tris verwendet werden, ohne daB dadurch die Reaktionsgeschwin- 
digkeit deutlich beeinfluBt wird. 

Unter den gewahlten Bedingungen ist der Umsatz mindestens bis zu 30% der 
Reaktionszeit proportional. Da von anderer Seite eine Fermenteinheit auf der Grund- 
lage des optischen Testes bisher nicht angegeben worden ist, sei im folgenden als 
Adenosindesaminase-Einheit diejenige Fermentmenge verstanden, welche in 
der Standardprobe bei 23° in 1 Min. 0,01 «Mol Substrat/m/ umsetzt; das entspricht 
einer 20proz. Spaltung. Die Probe soll nicht mehr als 1 Fermenteinheit enthalten. 

Die EiweiSbestimmungen wurden mit einer Halbmikro-Biuretprobe durch- 
gefiihrt. Die nach Kalckar? auf Grund der Lichtabsorptionen bei 280 und 260 mu 


1H. M. Kalckar, J. biol. Chemistry 167, 429 [1947]. 
2-H. M. Kalekar..J. biol. Chemistry 167, 461 [1947]. 
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errechneten EiweiBwerte liegen niedriger (durchschnittlich um ein Drittel), die 
N-Werte nach Kjeldahl dagegen héher als die entsprechenden Biuretwerte. 
Adenosin stammt von der Firma UCLAF, Paris. 


Ergebnisse 


Reinigung der Adenosindesaminase 


Ein Reinigungsverfahren fiir Adenosindesaminase wurde zuerst von 
Brady? angegeben; spiter ein von diesem sehr verschiedenes Verfahren 
von Kalckar?. Beide erscheinen fiir priparative Zwecke nicht zufrieden- 
stellend. Eine hierzu geeignete Methode wurde neuerdings in diesem 
Laboratorium ausgearbeitet. Da dieselbe a.a.O. beschrieben worden ist*, 
sei sie hier nur kurz charakterisiert. Sie verliiuft in 3 Stufen: 

1. Acetonfallung: Der waBr. Extrakt aus Kalber-Darmschleimhaut wird 


bei —5° mit Aceton fraktioniert. Die Fallung zwischen 33°, und 80°, Aceton wird 
getrocknet. 


2. Ammoniumsulfat-Fallung: Der war. Extrakt des Acetontrocken- 
pulvers wird bei pH 7,7 mit Ammoniumsulfat zu ?/, gesattigt. Der Niederschlag 
wird iiber Nacht bei 0° gegen dest. Wasser dialysiert. 


3. Adsorption an Al,O,: Das Ferment wird aus 0,01m Acetatlésung, pH 5,7, 
an Tonerde Cy adsorbiert und mit 0,01m Na-Citrat, pH 8,5, eluiert. 


Beschreibung des Fermentes 


In Tab. 1 sind spezifische Aktivitiit und Ausbeuten des Fermentes 
in Abhangigkeit vom Reinheitsgrad dargestellt. 


Tab. 1. Anreicherung der Adenosindesaminase. 











Spezif. Akt. Ausbeute 
Stufe Ferment (Einh. /ug) (%4) 
1 Rohferment . . : 0,033 100 
2 Acetontrockenpulv. er-Extrakt . .0,1 87 
3 Dialysierte siietithin eveands 0,2 64 
4 Citrateluat . . 0,5 38 








Die angefiihrte Aktivitét des Rohfermentes ist ein Mittelwert, ge- 
wonnen aus den Einzelwerten von 20 Tieren. Im Citrateluat ist das Fer- 
ment etwa um das 15fache angereichert. Der Aktivititsverlust bei der 
Elution riihrt von der betriachtlichen Verdiinnung des Citrates her. Man 
kann die Ausbeute durch 1 oder 2 Nachelutionen verbessern, doch sind 
die letzteren weniger rein als das Ersteluat. Der Hauptvorteil der Elution 
mit verdiinntem Citrat liegt in der Beseitigung stérender Begleitfermente. 
Das wird in Tab. 2 veranschaulicht. 


Von den angefiihrten Begleitfermenten ist die 5-Adenylsiure-Des- 
aminase schon im Rohextrakt verhiltnismiig schwach; ihr relativer 
Anteil vermindert sich wihrend des Reinigungsganges schrittweise. Im 


. Dtsch. Bundes-Pat., angemeldet. 
3 T. Brady, Biochem. J. 36, 478 [1942]. 
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Eluat ist sie nicht mehr nachweisbar. Die in den Rohausziigen sehr 
kraftige Phosphatase wird zum groBen Teil durch die Acetonbehandlung 
abgetrennt. Im Citrateluat kann eine Phosphatase-Aktivitit nur nach- 
gewiesen werden, wenn gleichzeitig die Fermentmenge erhdht, die Re- 
aktionszeit wesentlich verlingert und Magnesiumsalz als Aktivator zu- 
gesetzt wird. Die Abtrennung von Nucleosidphosphorylase gelingt erst 
bei der Citratelution, hier aber ist sie in einem einzigen Trennungsgang 
praktisch vollstindig. 


Tab. 2. Aktivitat von Begleitfermenten in den verschiedenen Adenosindesaminase- 
Priaparaten. 
Praparat 2 (vgl. Tab. 1) = Extrakt aus Acetonpulver; 3 = Dialysierte Ammonium- 
sulfatfallung ; 4 = Citrateluat. Die Bedingungen sind, soweit nicht anders vermerkt, 
wie im Standardversuch. Substrat der Phosphatase ist Adenosin-5-phosphat. 

















% Spaltung 
~s Inkubat. rel. : 
Aktivitatsprobe auf : Ferment- durch Praparat 
(Min.) Konz. 

2 3 4 

Adenosindesaminase . . . 5 1 100 100 100 

5-Adenylsiure-Desaminase 15 20 14 4 0 

Alkalische Phosphatase . . 60 3 27 21 0 
Alkalische Phosphatase 

+ 0,lmMgCl,.... . 60 3 29 27 8 
Nucleosidphosphorylase 

in Tris-Puffer ..... 15 20 98 90 0 
Nucleosidphosphorylase 

in Phosphat-Puffer. . . 15 20 100 95 “h 








Das Citrateluat ist eine klare farblose Fliissigkeit, deren (Biuret-) 
EiweiBgehalt 0,60 bis 0,65 mg/m/ betrigt. Die Probe auf Gesamt- 
phosphat fallt negativ aus. Unter Beriicksichtigung der angewandten 
Fermentmenge und der Fehlergrenzen der Methodik ergibt sich ein 
Gehalt von weniger als 0,01% P. Das Fermentpriparat enthait somit 
auch keine Nucleinsiure. 


Stabilitat 


Proben des Acetontrockenpulvers, unter Ausschlu8 von Feuchtig- 
keit bei Zimmertemperatur aufbewahrt, zeigten nach 2 Jahren noch 
keinen deutlichen Aktivititsverlust. Das Citrateluat ist bei 0° ebenfalls 
recht bestiindig; nach 2 Monaten werden gelegentlich Wirksamkeits- 
verluste bis zu 10% beobachtet. Dialyse gegen Wasser bei 0° vermindert 
die Aktivitat nicht. Auch Schwankungen von Salzgehalt und pH haben 
keine unmittelbare Minderung der Aktivitit zur Folge. Eine Probe des 
Citrateluats hatte in der Verdiinnung 1 : 200 nach 20stdg. Stehenlassen 
in 0,lm Phosphat bei Zimmertemperatur nichts an Wirksamkeit ein- 
gebiiBt. Dabei war eine Variation des Puffer-pH von 6,0 bis 9,0 ohne 
EinfluB. 
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Diese beachtliche Widerstandsfihigkeit der Adenosindesaminase 
geht bei weiterer Reinigung verloren. Mit Hilfe eines Siulenverfahrens 
wurden 90% des EiweiBgehaltes des Citrateluats ohne Aktivitatsverlust 
abgetrennt. Als Adsorbens diente Ecteola-Cellulose, als Eluens 0,1m 
Salzlésungen wie Natriumchlorid oder Phosphat. Die optische Dichte der 
erhaltenen Fraktionen bei 280 my zeigt zwei scharfe Maxima; das 
erste, kleinere enthalt die ganze Fermentwirkung, das zweite die Haupt- 
eiweiimenge. Letztere hat zugleich hemmende und stabilisierende Eigen- 
schaften und ist daher ein wichtiger Begleitstoff. Ohne ihn verliert das 
Ferment bei 0° schon nach wenigen Tagen die Halfte seiner Wirksamkeit. 
Es ist bis jetzt nicht gelungen, die Stabilitit durch Variation der Kon- 
servierungsbedingungen zu bessern. Fiir priiparative Zwecke eignet sich 
also die hemmstofffreie Fermentlésung weniger gut. 


Inhibitoren 

Von den Reaktionsprodukten hemmt Inosin iiberhaupt nicht, auch 
nicht in Konzentrationen von 1 bis 2°4. Ammoniak verzégert durch Ver- 
schiebung des pH nach der alkalischen Seite. Von den Schwermetallen 
sind es mehrere, die die Reaktionsgeschwindigkeit in Konzentrationen 
von 10-? bis 10-3m verlangsamen, z. B. Barium, Cadmium, Thallium. 
Stiirker hemmen Zink, Kupfer, Quecksilber, Silber. Die Verdiinnungen 
der Metallsalze, die eine 50proz. Hemmung verursachen, verhalten sich 
ungefahr wie 1 (Ba, Cd, Tl): 5 (Zn): 30 (Cu): 150 (Hg): 7500 (Ag). Die 
spezifische Wirkung des Silbers auf die Adenosindesaminase ist bekannt. 
Die eine 50proz. Hemmung verursachende Silbersalzkonzentration in der 
Reaktionsmischung betrigt 2,2-10-’ Mol//. Der Hemmeffekt von p- 
Chlormercuri-benzoat kommt etwa dem des Zinks gleich. 

In Ubereinstimmung mit Kalckar? finden wir ein sehr flaches 
Optimum der pH-Aktivititskurve. Seine Lage schwankt zwischen pH 6,5 
und 7,7 und hiangt u. a. vom Salzgehalt ab. Wir bestatigten ferner auch 
mit unserem Priparat den Befund von Brady*, wonach Adenin-des- 
oxyribosid etwas schneller gespalten wird als Adenosin selbst; das Ver- 
haltnis betrug 1,2: 1,0. 

Priparative Anwendung 

Das beschriebene Adenosindesaminase-Priiparat eignet sich zur Dar- 
stellung von Inosin wegen seines erhéhten Reinheitsgrades bei gleich- 
zeitiger groBer Bestiindigkeit. Giinstig wirkt sich ferner die Tatsache aus, 
daB die Reaktion auch ohne Pufferzusatz bis zum vollstindigen Ver- 
brauch des Adenosins fortschreitet. In Tab. 3 ist der zeitliche Verlauf der 
Desaminierung mit und ohne Pufferzusatz wiedergegeben; in 3c) ein 
weiterer Versuch ohne Puffer, in welchem aber die relative Ferment- 
menge stark verringert und die Versuchsdauer entsprechend erhoht ist. 

Aus dem Vergleich von Versuch a) und b) geht hervor, daB die an- 
fiingliche Geschwindigkeit in Gegenwart von Puffer mehr als doppelt so 
groB ist, wie in dessen Abwesenheit, da aber das Umsatz-Zeitverhiltnis 
in b) erst viel spiiter absinkt, so daB die fiir eine 100proz. Spaltung er- 
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forderliche Zeit nicht viel linger ist als die in Anwesenheit des Puffers. 
In Versuch ¢c) ist die Substratkonzentration 1000mal so hoch wie im Stan- 
dardversuch, die Fermentkonzentration nur 4 mal so groB ; das Verhiltnis 
Substrat- zu Fermentkonzentration betrigt demnach das 250fache. Die 
Spaltung ist nach 21 Stdn. beendet. Die Spaltungsgeschwindigkeit in der 
konzentrierten Lésung ist gréBer als im Standardversuch. Die pro Zeit- 
einheit umgesetzten Mengen beginnen nach 2 Stdn. sich zunehmend zu 
verringern, obwohl zu diesem Zeitpunkt erst 1/, des Substrates umgesetzt 
ist. Dies laBt sich wenigstens zum Teil aus der zunehmenden Alkalitat 
der Lisung erkliiren. Nach Beendigung der Reaktion betrug der px- 
Wert 9,1. 


Tab. 3. Zeitlicher Ablauf der Adenosindesaminierung 
unter verschiedenen Bedingungen. 























Min. 0,5 1 2 4 8 16 
a) Standardprobe . . . .| %Spaltg.| 12 23 42 74 98 | 100 
b) ebenso, ohne Puffer . .| °% Spaltg. 5 1l 22 49 88 98 
Stdn. 1 2 3 5 8 21 

c) hoheSubstratkonzen- ‘ 9 ro 7 
tration, ohne Puffer . . Zo Spaltg.| 14,5) 26,5) 36 ses - 











Beispiel einer priparativen Inosindarstellung 

10 g Adenosin werden in 750 ml Wasser gelést und nach Abkiihlen 
auf Zimmertemperatur mit 5 m/ unverdiinnten Citrateluates vermengt. 
Nach 18- bis 20stdg. Stehenlassen (das Ende der Reaktion wird ermittelt 
aus dem Verhalten der optischen Dichte bei 265 my) engt man die 
Mischung unter vermindertem Druck ein, bis Kristallausscheidung be- 
ginnt. Diese wird durch Stehenlassen bei 0° vervollstaindigt. Dann wird 
kalt abgesaugt und aus hei&em Wasser unter Zusatz von Aktivkohle um- 
kristallisiert. Nach den spektrophotometrischen (opt. Dichte bei 250 
und 260 my), elementaren (Kjeldahl-N) und papierchromatographischen 
Analysen handelt es sich um reines Inosin. Weitere Mengen Inosin 
werden aus den Restlésungen erhalten. Die Ausbeuten betragen um 
95° des Adenosingewichtes. 

Die Mutterlaugen wurden auf Adenosin untersucht. Die fermentative 
Adenosinbestimmung fiel negativ aus. Dagegen wurde eine geringe Menge 
von der Mutterlauge zugesetztem Adenosin quantitativ erfaBt. Dem- 
gemiB fehlte im Papierchromatogramm jede Andeutung eines Adenosin- 
fleckes. Statt dessen erkennt man einen schwachen Hypoxanthinfleck, 
der wahrscheinlich auf einen geringen Hypoxanthingehalt des kiuflichen 
Adenosins zuriickgeht. 


Diskussion 


Das oben skizzierte Reinigungsverfahren liefert eine Adenosin- 
desaminase, welche im Vergleich zum EiweiBgehalt des Rohextraktes 
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um das 15fache angereichert ist. Dieses durch Citratelution gereinigte 
Praiparat .ist frei von den wesentlichen Begleitfermenten, néimlich 
5-Adenylsiiure-Desaminase, Phosphatase und Nucleosidphosphorylase. 
Es 14Bt sich also mit Vorteil zu analytischen Zwecken verwenden. Or- 
ganisch gebundener Phosphor ist darin nicht nachweisbar. Das Citrat- 
eluat kann aufgeteilt werden in zwei Eiweiffraktionen, von welchen die 
eine das eigentliche Ferment, die zweite einen Stabilisator und Inhibitor 
enthilt. In der ersten Fraktion ist das Ferment 150mal aktiver als in 
Darmschleimhautextrakt, unterliegt aber einer beschleunigten irre- 
versiblen Inaktivierung. Fiir die priiparative Inosindarstellung ist die 
Gegenwart des Stabilisators erwiinscht, da ohne denselben die Hydrolyse 
des Adenosins nicht immer bis zu Ende geht. Mit Citrateluat dagegen 
erzielt man auch in stark wechselndem Reaktionsmilieu komplette Des- 
aminierung. 

Inosin wurde bisher meist in Anlehnung an die alte Methode von 
Levene und Jacobs‘ dargestellt (Einwirkung von salpetriger Siure auf 
Adenosin). Der chemischen Methode ist die enzymatische aus verschie- 
denen Griinden eindeutig iiberlegen: 

1. Die fermentative Desaminierung verliuft quantitativ und ohne 

Nebenreaktionen. 
2. AuBer dem Ferment ist Zusatz von Reagentien nicht erforderlich; 
von dem FermenteiweiB geniigt 1 mg fiir die Spaltung von etwa 
3 g Adenosin. 

3. Das enzymatische Verfahren zeichnet sich durch besondere Kin- 

fachheit aus. 

4. Die aufgezihlten Tatsachen fiihren zusammenwirkend zu dem 

wichtigen Vorzug einer anniihernd quantitativen Ausbeute. 

Die Verwendung von Inosin zur Konservierung der roten Blut- 
kérperchen nimmt seit den Arbeiten von Gabrio und Mitarbeitern® 
stetig an Umfang zu. Es scheint, daB es dariiber hinaus in der Behandlung 
verschiedenartiger Zellstoffwechselstérungen bald eine Rolle spielen 
wird. 


Zusammenfassung 


1. Ein neues einfaches Verfahren zur Reinigung von Adenosin- 
desaminase aus Darmschleimhaut wird beschrieben. 

2. Die wesentlichen Eigenschaften des Fermentpriparates werden 
angefiihrt. 

3. Die besondere Eignung des Priiparates zur Herstellung von 
Inosin wird begriindet und ein Beispiel der Inosingewinnung wieder- 
gegeben. 

4 P. A. Levene u. W. A. Jacobs, Ber. dtsch. chem. Ges. 48, 3150 [1911]. 


5 B.W.Gabrio, D.M. Donohue, F.M.Huennekens u. C.A. Finch, 
J. clin. Invest. 35, 657 [1956]. 
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Summary 
1. Asimple new method is described for the purification of adenosine 
deaminase from intestinal mucosa. 
2. The essential properties of the enzyme are described. 
3. The purified enzyme is especially suitable for the preparation 
of inosine and an example of inosine isolation is given. 


Dr. Willibald Klein, Societé Italiana Prodotti Schering, Milano, Via L. Man- 
cinelli 7, Italien. 











Methoden zur Bestimmung von Metaboliten des 
Kohlenhydratstoffwechsels im Herzmuskel 


Gegeniiberstellung und Vergleich verschiedener Analysenverfahren 
zur Ermittlung von Metabolitgehalten 
im Herzmuskel in gleichen Organproben 
Von 


Gerhard Michal* und Walther Lamprecht 


Aus dem Organisch-Chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Januar 1961) 


Metaboliten des Kohlenhydratstoffwechsels oder des Phosphatkreis- 
laufs kénnen nach vielfailtigen und zahlreicnen Methoden bestimmt 
werden, doch resultieren nach Anwendung verschiedener Analysen- 
verfahren oft diskrepante Ergebnisse. Wir haben zu Beginn unserer 
Arbeiten iiber den Herzstoffwechsel wihrend der Anoxie bekannte Bei- 
spiele solcher Methoden an gleichen Organproben durchgefiihrt und die 
Analysenergebnisse kritisch einander gegeniibergestellt. 


Gerade bei Untersuchungen iiber Verinderungen der Metabolit- 
gehalte des Herzens unter Anoxie!-* ist zu beachten, daB das Herz als 
extrem sauerstoffabhingiges Organ nach Anderung der Sauerstoffzufuhr 
besonders schnell Verschiebungen der Metabolitgehalte erleidet. Auch 
der momentanen Konservierung des metabolischen Zustandes ist be- 
sondere Bedeutung zuzumessen. An die Testverfahren sind hinsichtlich 
Spezifitét und Stérungsfreiheit hohe Anspriiche zu stellen, bzw. das 
AusmaB unvermeidlicher Stérungen muf exakt ermittelt werden. 


In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Metaboliten des Herz- 
muskels analysiert: 


Oxydiertes und reduziertes Diphosphopyridinnucleotid (DPN®, 
DPNH), oxydiertes und reduziertes Triphosphopyridinnucleotid (TPN®, 
TPNH), Adenosintriphosphat (ATP), Adenosindiphosphat (ADP), Ade- 


* Auszug aus der Dissertat. Gerhard Michal, Technische Hochschule, 
Miinchen 1960. 
1G. Michal, A.Beuren, C.E.Hogancamp u. R.J. Bing, Amer. J. 
Physiol. 195, 417 [1958]; G. Michal, S. Nagle, W. H. Danforth, F. Ballard 
u. R. J. Bing, ebenda 197, 1147 [1959]. 
.  # W.Lamprecht, Europiaisches Enzymologie-Symposium, Mailand (1960), 
Verhandlungsberichte, Verlag S. Karger, Basel, i. Druck; W.Lamprecht u. 
G. Michal, diese Z., in Vorbereitung. 
3 W. Lamprecht, G. Michal u. 8. Nagle, Klin. Wschr. 39, 358 [1961]. 
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nosinmonophosphat (AMP), Phosphokreatin, Orthophosphat, Hexose- 
monophosphate (HMP), Fructose-1.6-diphosphat (FDP), Dihydroxyace- 
tonphosphat (DHP), Glycerin-1-phosphat, Pyruvat, Lactat und «-Keto- 
glutarat. 


Methodik 


Bei der Auswahl der Analysenmethoden wurde besonderes Augenmerk auf die 
Anwendung enzymatischer Verfahren gelegt. Die hohe Spezifitat eines groBen Teils 
der Enzyme, verbunden mit dem hohen Reinheitsgrad zahlreicher handelsiiblicher 
Enzympraparate, macht diese MeBmethode haufig anderen tiberlegen. Sofern neben 
der Spezifitat der Enzyme auch noch die Gleichgewichtslage der Reaktionsumsitze 
giinstig ist und Stérungen weitgehend ausgeschaltet sind, wird in diesem Rahmen 
auf eingehende Untersuchungen verzichtet. Dies gilt besonders fiir die Bestimmung 
von Pyruvat mit Lactat-Dehydrogenase (bei der héchstens durch £-Hydroxy- 
pyruvat oder Glyoxylat das MeBergebnis verschoben werden kénnte‘, fiir die 
Bestimmung von DHP und FDP in einem gemeinsamen Test mit Glycerin-1- 
phosphat-Dehydrogenase und Aldolase® ® sowie fiir die Bestimmung von «-Keto- 
glutarat mit Glutaminsaiure- Dehydrogenase. Fiir diese bekannten Verfahren werden 
lediglich die Testansatze mitgeteilt. 

Die Extinktionsmessungen in den Ansatzen mit DPN® oder DPNH erfolgten 
bei A = 340 oder 366 my. 


1. Bestimmung von Pyruvat, Dihydroxyacetonphosphat 
und Fructose-1.6-diphosphat 

Pyruvat, DHP und FDP werden in einem Kiivettenansatz analysiert. In eine 
Kiivette der Schichtdicke d = 40 mm werden nacheinander folgende Substanzen 
pipettiert: 

0,05 ml DPNH (10 mg/ml) 

4,00 m/ 0,05m Tris-Puffer, pH 7,4* 

2,00 m/ neutralisierter Organaufschlu8, pH 7,2—7,4 

0,05 ml Lactat-Dehydrogenase (1 mg Enzymprotein/ml)’. 
Die gemessene Extinktionsdifferenz AH zeigt den Pyruvatgehalt an. 

+ 0,05 ml Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase (1 mg/ml). 
Die gemessene Extinktionsdifferenz zeigt den DHP-Gehalt an. 

+ 0,05 ml Aldolase (1 mg/ml). 
Die gemessene Extinktionsdifferenz zeigt den FDP-Gehalt an. 


2. Bestimmung von «-Ketoglutarat 

In eine Kiivette (d = 20 mm) werden nacheinander folgende Substanzen pi- 
pettiert: 

1,80 ml 0,2m Phosphatpuffer, pH 7,6 

2,00 m/ neutralisierter Organextrakt, pH 7,2—7,4 

0,05 ml DPNH (10 mg/ml) 

0,05 ml Glutaminsiure-Dehydrogenase (2 mg/ml), gelést in zu 40% gesatt. 

Ammoniumsulfatlésung. 

Die gemessene Extinktionsdifferenz zeigt den «-Ketoglutarat-Gehalt an. 


* Tris-[hydroxymethyl]-aminomethan/HCl-Puffer. 

4 A. Meister, J. biol. Chemistry 197, 309 [1952]. 

5 H. Holzer, St. Goldschmidt, W. Lamprecht u. E. Helmreich, diese 
Z. 297, 1 [1954]. 

6 Glycerinaldehyd und einige andere nicht phosphorylierte Aldehyde sind in 
diesem Test auch wirksam, besitzen aber nur eine geringe Affinitét zum Enzym 
(E. Racker in S. P. Colowicku. N. O. Kaplan, Methods in Enzymology, Bd. III, 
S. 295, Academic Press, New York 1957). 

7 Fa. C. F. Boehringer & Soehne, Mannheim. 
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3. Bestimmung von Lactat und Glycerin-1-phosphat 


Der Gehalt von Lactat und Glycerin-1-phosphat im neutralisierten Organ- 
extrakt wird enzymatisch-optisch gemessen, obwohl man dabei Schwierigkeiten 
begegnet. Diese sind hauptsachlich in der ungiinstigen Lage der Gleichgewichte be- 
griindet, deren Konstanten bei 25° und pH 7 folgende GréBen haben’: 


Lactat + DPN® 7 Pyruvat + DPNH + H®, K, = 2,9- 10-5 
Glycerin-1-phosphat + DPN® ——> DHP + DPNH + H®, K, = 5,7: 10-5 


In sorgfaltigen Arbeiten ist speziell fiir den Fall der Lactat-Bestimmung diese 
Problematik eingehend ausgearbeitet worden®; fiir Glycerin-1-phosphat treffen 
diese Bedingungen ebenso zu. 


Lactatbestimmung: In eine Kiivette (d = 10 mm) werden nacheinander 
folgende Substanzen pipettiert: 


2,00 m/ Im Glycinpuffer, pH 9,5; 0,4m an Hydrazin (tagl. frisch bereitet) 
0,02 ml neutralisierter Organextrakt, pH 7,2—7,4 
0,20 ml DPN® (20 mg/ml) 
0,02 ml Lactat-Dehydrogenase (5 mg/ml)’. 
Vergleichskiivette: 
2,02 m/l Glycinpuffer wie MeBkiivette 
0,20 ml DPN® wie MeBkiivette 
0,02 ml Lactat-Dehydrogenase wie Mefkiivette. 
Die gemessene Anderung der Extinktion, in AZ gegen die Vergleichskiivette ge- 
messen, zeigt den Lactatgehalt an. 


Glycerin-1-phosphat-Bestimmung: In eine Kiivette (d = 10mm) 
werden nacheinander folgende Substanzen pipettiert: 

1,00 ml dest. Wasser 

1,50 ml Im Glycinpuffer, pH 9,5; 0,4m an Hydrazin (tagl. frisch bereitet) 

0,15 ml neutralisierter Organextrakt, pH 7,2—7,4 

0,05 ml DPN® (20 mg/ml) 

0,10 ml Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase (1 mg/ml)’. 
Vergleichskiivette: 

1,15 ml dest. Wasser 

1,50 ml Glycinpuffer wie MefSkiivette 

0,05 ml DPN® (20 mg/ml) 

0,10 ml Glycerin-1-phosphat-Dehydrogenase (1 mg/ml). 


Die gemessene Anderung der Extinktion, in 4 gegen die Vergleichskiivette ge- 
messen, zeigt den Glycerin-1-phosphat-Gehalt an. 


4. Bestimmung von ATP und Hexosemonophosphaten 


Fir die Bestimmung von ATP stehen, neben anderen Methoden?®, vor allem 
zwei Verfahren der enzymatischen Analyse zur Diskussion: 

8 Th. Biicher u. M. Klingenberg, Angew. Chem. 70, 552 [1958]. 

® H. J. Hohorst, Biochem. Z. 828, 509 [1957]; H. D. Hornu. F. H. Bruns, 
Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 21, 378 [1956]; G. Pfleidereru. K. Dose, 
Biochem. Z. 826, 436 [1955]; G. Gercken, diese Z. 320, 180 [1960]. 

10 B. L. Strehler u. W. D. McElroy in S. P. Colowick u. N. O. Kaplan, 
Methods in Enzymology, Bd. III, 8.871; Academic Press, New York 1957; 
A. Munch-Petersen u. H. M. Kalckar, ebenda 8. 869. 
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a) Die Umsetzung von ATP mit Hexokinase und Glucose-6-phosphat-De- 
hydrogenase! 12 und 

b) Die Umsetzung von ATP mit Phosphoglycerat-Kinase und Phospho- 
glycerinaldehyd-Dehydrogenase}%. 

Bei der ersten Reaktionsfolge kann neben ATP in der gleichen Kiivette 
Glucose-6-phosphat mitbestimmt werden, allerdings liefert diese Methode im Ver- 
gleich zur Phosphoglycerat-Kinase-Methode™, je nach Organprobe bis zu 15% 
niedrigere oder héhere MeBwerte. Die Wahrscheinlichkeit einer Stérung durch 
andere Nucleotide scheint uns bei der Analyse von Herzmuskelproben nach Ver- 
fahren a geringer zu sein (die MeBwerte liegen stets tiefer), daher wird dieses Ver- 
fahren von uns bevorzugt?. 


ATP-Bestimmung: In eine Kiivette (d = 20 mm) werden nacheinander 
folgende Substanzen pipettiert: 

4,00 ml 0,05m Tris-Puffer, pH 7,4 

0,20 mi neutralisierter Organextrakt, pH 7,2—7,4 

0,20 ml 0,lm MgCl, 

0,10 ml TPN® (3 mg/ml) 

0,01 ml Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (5 mg/ml)!°. 
Die gemessene Anderung der Extinktion zeigt den HMP-Gehalt an. 

0,40 ml 0,5m Glucose 

0,05 ml Hexokinase (1 mg/ml bei Typ ,,purified‘‘ oder 15 mg/ml mit lyo- 

philisiertem poiyns Typ ,,crude**!6, 

Die gemessene Anderung der Extinktion zeigt den ATP-Gehalt an. 


5. Bestimmung von ADP und AMP 


ADP und AMP werden in einem gemeinsamen Kiivettenansatz mit gekop- 
pelten enzymatischen Reaktionen und den Enzymen Lactat-Dehydrogenase, Py- 
ruvatkinase und Myokinase bestimmt! 1:17, Bei der AMP-Analyse stort der in 
den zugesetzten Substanzen (wie DPNH) vorhandene AMP-Gehalt, der bei schon 
geringem AMP-Gehalt eine betrachtliche Fehlerquelle darstellt. Diese GroBe abt 
sich, wie unten (S. 179) gezeigt wird, leicht eliminieren. 


ADP- und AMP-Bestimmung: In eine Kiivette (d = 10 mm) werden 
nacheinander folgende Substanzen pipettiert : 


1,50 ml Im Triéthanolamin/HCl-Puffer, pH 7,4 

: 50 ml neutralisierter Organextrakt, pH 7,2—1, 4 

0,15 ml 0,01m Phosphoenolpyruvat; + 1,3m KCl; + 0,04m MgSO,* 

0,04 ml DPNH (10 mg/ml) 

0,02 ml Lactat-Dehydrogenase (1 mg/ml)? 

0,02 ml Pyruvatkinase (1 mg Enzymprotein/ml). 
Die gemessene Anderung der Extinktion zeigt den ADP-Gehalt an. 

0,02 ml Myokinase (2 mg/ml)’. 
Die Hilfte der gemessenen Anderung der Extinktion (1 #/2) zeigt den AMP- 
Gehalt an. 


* Gebrauchsfertig in der ,,Test-Combination K‘*? 
11 A. Kornberg, J. biol. Chemistry 182, 779 [1950]; Th. Hockerts u. 
W. Lamprecht, Die Medizinische 8, 289 [1957]; W. Lamprecht u. I. Traut- 
schold, diese Z. 311, 245 [1958]. 

2 W. Lamprecht u. I. Trautschold in H. U. Bergmeyer, Methoden der 
enzymatischen Analyse, Verlag Chemie, Weinheim/BergstraBe, im Druck. 

138 Th. Biicher, unveroffentlicht, zit. n. 1. ¢.1. 

4H. J. Hohorst, F. H. Kreutzu. Th. Biicher, Biochem. Z. 382, 18 [1959]. 

15 Fa. Sigma Chem. Co., St. Louis, USA (Type II) oder Fa. C. F. Boehringer 
& Soehne, Mannheim (,,Zwischenferment*‘). 

16 Fa. Sigma Chem. Co., St. Louis, USA. 

17 E. Negelein, Angew. Chem. 69, 147 [1957]. 
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Ubersteigt der Gehalt an AMP die Summe der in den Organproben enthaltenen 
ADP- und ATP-Menge, so sind entsprechend dimensionierte Mengen an ATP in die 
Kiivette einzubringen. 


6. Bestimmung von Phosphokreatin und Orthophosphat 


Die analytische Erfassung von Phosphokreatin und anorganischem Phosphat 
nebeneinander ist mit besonderen Schwierigkeiten verbunden, da Phosphokreatin 
beim AufschluB oder in Anwesenheit von Kreatinkinase eine sehr hohe Zerfalls- 
tendenz hat. Bisher ist keine enzymatische Bestimmungsmethode fiir Phospho- 
kreatin bekannt!8, obwohl Vorschlage bereits schon sehr friih gemacht wurden?®. 
Die bisher verwendeten Verfahren stiitzen sich vorwiegend auf die chromato- 
graphische Analyse®°, die papierelektrophoretische Analyse*!, die Fraktionierung 
der verschiedenen Phosphatverbindungen2* ?* oder auf die Bestimmung des an- 
organ. Phosphats in Anwesenheit von Phosphokreatin unter schonenden Be- 
dingungen*‘. In der vorliegenden Arbeit werden die zuletzt genannten drei Me- 
thoden miteinander verglichen. Auf das Einbeziehen der chromatographischen 
Untersuchungsmethoden wurde verzichtet. 


a) Nach Fiske und Subbarow”: 4 m/ OrganaufschluB, annahernd neutral, 
werden mit 1 ml 10proz. CaCl,-Lésung (gesitt. mit Ca(OH).) versetzt, 10 Min. 
stehengelassen, abzentrifugiert und der Uberstand gesammelt. Der Riickstand wird 
in 4 m/ dest. Wasser suspendiert, dann noch einmal 1 ml CaCl,/Ca(OH), zugesetzt, 
10 Min. stehengelassen, abzentrifugiert und der Uberstand mit dem vorher er- 
haltenen Uberstand vereinigt. Die Fallung wird in etwas verdiinnter Schwefelsaure 
gelést; sie enthalt das anorgan. Phosphat, der Uberstand Phosphokreatin. 

Orthophosphat wurde nach Fiske undSubbarow®® bestimmt mit der Modi- 
fikation, daB zur Reduktion des Phosphomolybdatkomplexes Metol verwendet 
wird?*, Phosphokreatin wurde nach denselben Autoren?’ als Orthophosphat be- 
stimmt, welches aus dem Organaufschlu8 in der sauren Molybdatlésung bei 20° 
in 30 Min. freigesetzt wird. 


b) Nach Lowry und Lopez”: 10,0 m/ OrganaufschluB, pH 4,0—4,2, werden 
versetzt mit 1,0 m/ lproz. Ascorbinsaéure und 1,0 m/ Iproz. Ammoniummolybdat 
in 0,05n H,SO, und umgeschiittelt. Nach 5 und nach 10 Min. wird bei 700 my die 
Extinktion gegen den ehtsprechenden Blindwert ermittelt. Die MeBwerte repria- 
sentieren den Wert fiir anorgan. Phosphat, Phosphokreatin wird aus der Differenz 
zum Wert nach vollstandiger Hydrolyse von Phosphokreatin (wie unter a) bestimmt. 


ce) Nach Wahler und Wollenberger*: Orthophosphat wurde unmittelbar 
nach Abzentrifugieren des Geweberiickstandes (je 1 m/ Aliquote) in den Extrakten 
bestimmt. Die Analyse folgte dem Verfahren B in der Methode von Wahler und 


18 Kine enzymatische Phosphokreatin- Bestimmung findet sich von W. Lamp- 
recht und Ph. Stein in H. U. Bergmeyer, Methoden der enzymatischen Ana- 
lyse, Verlag Chemie, Weinheim/BergstraBe, im Druck. 

19 KE. C. Slater, Biochem. J. 50, VIT [1951]; C. C. Kratzing u. A. Naraya- 
naswami, ebenda 54, 317 [1953]. 

20 KE. Gerlach u. J. Janke, Biochem. Z. 330, 565 [1958]. 

21 W. Thorn, W. Isselhard u. K. Irmscher, Biochem. Z. 380, 385 [1958]. 

2 C. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 81, 629 [1929]. 

*3 B. E.Wahler u. A.Wollenberger, Biochem. Z. 329, 508 [1958]; 
A. Wollenberger, E.-G. Krause u. B. E. Wahler, Pfliigers Arch. ges. Physiol. 
Menschen Tiere 270, 413 [1960]. 

*4 O. H. Lowry u. J. A. Lopez, J. biol. Chemistry 162, 421 [1946]. 

25 C. H. Fiske u. Y. Subbarow, J. biol. Chemistry 66, 375 [1925]. 

_ 6 Vorschriftenbuch zum Photometer ,,Eppendorf‘‘, Netheler u. Hinz, 
Hamburg. 

27 L. F. Leloir u. C.E.Cardini in 8. P.Colowick u. N.O. Kaplan, 

Methods in Enzymology, Bd. III, 8. 846, Academic Press, New York 1957. 
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Wollenberger, mit der das Orthophosphat als Dodekamolybdatphosphorsaure 
durch kurzes Ausschiitteln bei 0° in Isopropylacetat iibergefiihrt wird: 

In 10-ml-Reagenzgliser mit Schliffstopfen werden folgende Substanzen pi- 
pettiert: 1 ml saurer OrganaufschluB (bzw. Phosphat-Eichlésung oder Wasser fiir 
den Blindwert), 2 ml 0,0075m Natriummolybdat, 4 m/ Isopropylacetat und 
1 ml 0,5m HCI1O,, dann wird 30 Sek. bei 0° geschiittelt und 10 Sek. zentrifu- 
giert. 2 ml der oberen Schicht werden entnommen und dazu 1 mi Glykol-mono- 
methylather (Methyl-Cellosolve) und 1 Spatelspitze (etwa 200 mg) SnCl, - 2 H,O 
gegeben. Man laBt 10 Min. unter gelegentlichem Umschiitteln stehen und gibt noch- 
mals 5 ml Glykol-monomethylather zu. Nach Umschiitteln wird bei 710 mu gegen 
einen Blindwert die Extinktionsdifferenz, die den Gehalt an Orthophosphat re- 
prasentiert, gemessen. 

Phosphokreatin wurde in diesen Analysen als Differenz zu der nach Fiske 
und Subbarow?> gemessene Summe Phosphokreatin + anorganisches Phosphat 
ermittelt. 


7. Bestimmung der Pyridinnucleotide 


Bekanntlich kann die Summe der Pyridinnucleotide enzymatisch erfaBt 
werden. Fiir DPN® und DPNH wird meist die glatt verlaufende Reaktion mit 
Alkohol-Dehydrogenase angewandt, die je nach der Gestaltung der Reaktions- 
bedingungen nach beiden Richtungen ablaufen kann>. Von Holzer und Mit- 
arbeitern?® wird jedoch gegen den DPNH-Test eingewendet, da8 selbst kristalli- 
sierte Alkohol-Dehydrogenase noch eine gewisse Aktivitét zu TPNH besitzt. Mit 
nur einmal umkristallisierter Alkohol-Dehydrogenase (hergestellt nach Racker?) 
1a8t sich dieser Befund tatsichlich nach Beendigung der DPNH-Oxydation in 
einem ,,Nachlauf‘‘ der Extinktionsinderung mit TPNH demonstrieren. Bei mehr- 
fach umkristallisierten Praparaten ist die Aktivitat mit TPNH jedoch nur mehr 
1/419 der Aktivitat zu DPNH, so daB nach unseren Erfahrungen eine Stérung des 
DPNH-Tests nicht zu befiirchten ist. Die Genauigkeit der DPN®-Umsetzung ist 
von vornherein weniger durch Fremdaktivitaéten der Alkohol-Dehydrogenase 
gefahrdet?®. 

TPN® 14Bt sich giinstig mit Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase bestimmen ; 
bei TPNH besteht hingegen nicht die Méglichkeit, handelsiibliche Enzyme zu ver- 
wenden. Vorgeschlagen wurden Methoden, bei denen TPNH-Cytochrom-c-Re- 
duktase®® oder TPNH-Glutathion-Reduktase*! verwendet werden. Das erst- 
genannte Verfahren leidet unter dem Mangel an Genauigkeit, da die meisten 
Gewebsproben auch ohne Enzymzugabe Cytochrom c rasch reduzieren**, daher 
hohe Blindwerte ergeben. Das zweite Verfahren ist wenigen Stérungen unter- 
worfen, jedoch reicht in den meisten Fallen die zur Verfiigung stehende Gewebs- 
menge nicht zur Durchfiihrung eines Testes aus, da in vielen Geweben die Gesamt- 
konzentration an TPNH unter der an DPNH liegt**. 

Bei der Durchfiihrung unserer Untersuchungen haben wir zum Vergleich der 
enzymatischen Pyridinnucleotidbestimmungen das fluorometrische Verfahren von 
Lowry und Mitarbeitern*4 mit herangezogen. Die Erfassungsgrenze wird von den 
Autoren zu 10-" bis 10-18 Mol angegeben. 


28 H. Holzer, D. Busch u. H. Kréger, Biochem. Z. 318, 184 [1958]. 

29 E. Racker, J. biol. Chemistry 184, 313 [1950]. 

30 B. L. Horecker, J. biol. Chemistry 188, 593 [1950]; G. E.Glock u. 
P. McLean, Biochem. J. 61, 381 [1955]. 

31M. M. Ciotti u. N.O. Kaplan in S. P. Colowick u. N.O. Kaplan, 
Methods in Enzymology, Bd. III, 8. 894, Academic Press, New York 1957. 

32 J, 91, S. 895. 

33 G. E. Glock u. P. McLean, Biochem. J. 61, 388 [1955]. 

34 O. H. Lowry, N. R. Robertsu. J. I. Kapphahn, J. biol. Chemistry 224, 
1047 [1957]. 
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Mit der Bestimmung der oxydierten und der reduzierten Pyridinnucleotide 
nebeneinander ist auch stets die Frage nach der zweckmaBigsten AufschluBmethode 
gestellt. EntweiBungsverfahren im sauren Medium kommen nur fiir die oxydierten 
Pyridinnucleotide in Frage, wahrend andererseits in alkalischen Aufschliissen nur 
die reduzierten Verbindungen erfaBt werden kénnen®. So wurden auch Deproteini- 
sierungsverfahren beschirieben, welche bei annahernd neutralem pH durch Erhitzen 
erfolgen* 35, womit die Summe aller Pyridinnucleotide in einem AufschluBgang 
analysiert werden kann. Wie spiater gezeigt wird, liegt der entscheidende Mangel 
bei diesem Verfahren in der zu geringen Geschwindigkeit der Fixierung der Gewebe- 
proben. Die einzelnen Aufschlu8verfahren werden im Abschnitt 8 beschrieben. 

Enzymatisch-optische DPN®-Bestimmung: 

2,00 ml neutraler OrganaufschluB 

0,60 m/l 50proz. Athanol, 0,05m Semicarbazid enthaltend 

1,00 mi 0,2m Phosphatpuffer, pH 7,6 

0,02 ml Alkohol-Dehydrogenase (etwa 25 mg/m/)'®. 
Die gemessene Extinktionsdifferenz entspricht dem DPN®-Gehalt. Messung in 
10-mm-Kiivetten. 


Enzymatisch-optische TPN®-Bestimmung: 

0,50 ml 0,05m Tris-Puffer, pH 7,4 

2,00 ml neutraler OrganaufschluB, pH 7,2—7,4 

0,20 ml 0,lm MgCl, 

0,10 ml etwa 0,lm Glucose-6-phosphat 

0,10 ml Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (2 mg/ml)}°. 
Die gemessene Extinktionsdifferenz entspricht dem TPN®-Gehalt. Messung in 
10-mm-Kiivetten. 


Fluorometrische Pyridinnucleotid-Bestimmung*: In kleine Rea- 
genzglaser (etwa 5 ml Inhalt) werden folgende Substanzen pipettiert. 
Zur Bestimmung der reduzierten Pyridinnucleotide: 
1000 vl neutraler OrganaufschluB8 werden mit 
80 ul In NaOH versetzt, 15 Min. bei 60° inkubiert, dann 
80 ul In HCl, , 
15 ul 0,4proz. Acetaldehyd, 
4 ul Alkohol-Dehydrogenase (etwa 25 mg/m/)'® und 
35 ul 0,035m Athylendiamintetraessigsiure zugefiigt, auf pH 7,0 eingestellt 
und 30 Min. bei Zimmertemperatur inkubiert. 
Zur Bestimmung der oxydierten Pyridinnucleotide: 
1000 ul neutraler Organaufschlu8 werden mit 
80 wl In HCl versetzt, 10 Min. bei Zimmertemp. inkubiert, dann werden 
80 wl In NaOH, 
15 ul etwa 0,1m Glucose-6-phosphat und 
35 ul Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase (etwa 40 mg/ml)!* (Type IT) zu- 
gefiigt und der Ansatz 30 Min. bei Zimmertemperatur inkubiert. 
Aus diesen Lésungen werden dann in kleine Reagenzgliser Aliquote (je 80 1) 
zu folgenden Lésungen pipettiert: 
A) 4yl In HCl, dann wird 10 Min. bei Zimmertemp. inkubiert 
B) 4 In NaOH, 15 Min. bei 60° inkubiert 
C) 4ul In HCl, 15 Min. bei Zimmertemp. inkubiert, dann werden 
4 ul 2n NaOH hinzupipettiert und 15 Min. bei 60° inkubiert. 
Zu den angegebenen Zeitpunkten wird aus jedem Rohrchen ein Aliquot von 
35 ul entnommen, das in andere Réhrchen pipettiert wird, die je 120 ul 8n NaOH 
+-0,01°,, H,O, enthalten. Nach 60 Min. Inkubation bei 37° werden jeweils 1000 yl 
dest. Wasser zugesetzt. 


35 L. A. Jedeikinu. 8S. Weinhouse, J. biol. Chemistry 218, 271 [1955]. 
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Die fluorometrischen Messungen erfolgten im Fluorometer (Farrand Modell A; 
Primarfilter Corning 5860 mit den Sekundarfiltern Corning 3387, 4308 und 5562 
kombiniert). Als Eichwerte dienten eingewogene Mengen an Pyridinnucleotiden 
(spektrophotometrisch getestet), direkt in 8n NaOH + 0,01%, H,O, einpipettiert. 

Bei der Messung reduzierter Pyridinnucleotide entspricht der MeBwert von 
Rohrchen A dem DPNH-Gehalt, der von Réhrchen B dem des TPNH; bei oxy- 
dierten Pyridinnuclestiden entspricht Réhrchen A dem DPN®-Gehalt, Réhrchen B 
dem von TPN®. In beiden Fallen dient Réhrchen C als Blindwert. 


8. AufschluBverfahren 


Unter den im vorangegangenen Abschnitt angegebenen AufschluBver- 
fahren®. #4, 35 kénnen nur solche Methoden von praktischer Bedeutung sein, mit 
denen Stoffwechselreaktionen in Bruchteilen einer Sekunde, wie durch Einfrieren, 
gestoppt werden. Erst daran anschlieBend wird die EnteiweiBung vorgenommen. 
Besonders bewahrt hat sich hier die Methode von Wollenberger und Mitar- 
beitern®®, 

AufschluB mit HC10,: 1 g Gewebe wird im Potter-Elvehjem-Homogeni- 
sator mit 6 ml 0,5n HClO, itbergossen, sofort vermahlen und zentrifugiert. Aliquote 
des Uberstandes werden mit 2x KOH, fiir den Fall der DPN®- und TPN®-Bestim- 
mungen mit 2n K,PO,8 neutralisiert und auf das vorgeschriebene Volumen gebracht. 


AufschluB mit Tris-Puffer*4: Im _ Potter-Elvehjem-Homogenisator 
werden 4 ml 0,05m Tris-Puffer, pH 8,2, 10 Min. im kochenden Wasserbad erhitzt, 
0,5 g Gewebe schnell eingebracht, sofort vermahlen und unverziiglich im Wasserbad 
4 Min. weiter erhitzt. Nach Zentrifugieren wird der Uberstand im Eisbad abgekiihlt 
und auf das vorgeschriebene Volumen aufgefiillt. 


Frierstop-Methode**: Die Organ- oder Gewebeproben werden rasch 
zwischen die mit fliissiger Luft gekiihlten ,,Greifbacken“ der Frierstop-Zange ge- 
preBt, iiber die Rander der Blécke hervorstehende Partien abgeschnitten bzw. ab- 
gebrochen und nochmals in fliissige Luft getaucht. Die Probe wird schnell gewogen * 
und im gekiihlten Porzellanmérser pulverisiert. Bei allen Manipulationen ist darauf 
zu achten, daB das Organstiick zu keinem Zeitpunkt auftaut. Die berechnete Menge 
Perchlorséure wird zugegeben (auf 2 g 6,5 ml HC1O,) und mit dem Gewebe zum 
Pulver zerrieben. Homogenisieren ?:; entweder a) wird das Gewebepulver im Morser 
bis zur Temp. von etwa 2—4° im Kalteraum auftauen gelassen, dann 30 Sek. homo- 
genisiert ** , oder b) nach Abdampfen der fliissigen Luft das noch trockene Pulver im 
Kalteraum rasch in ein Homogenisatorglas iibergefiihrt, die letzten Spuren werden 
mit einem kleinen Gummiwischer oder Kunststoff-Spatel entfernt; vor dem Auf- 
tauen homogenisiert*** man die eben fliissig werdende Mischung 30 Sek. unter 
Kiskihlung. 

Neutralisation: Aliquote Mengen (2—4 ml) der zentrifugierten Perchlor- 
siure-Extrakte werden zur Doppelbestimmung mit 5m K,CO,-Lésung entweder 
gegen Methylorange mit einer 0,2-ml-Kapillarpipette unter magnetischer Riihrung 
oder Durchperlen von Stickstoff titriert, oder durch die noch empfindlichere End- 
punkttitration mit einem automatischen Titrigraphent auf pH 7,4 eingestellt. 
Etwa 0,12—0,15 ml Carbonatlésung sind insgesamt erforderlich. Die neutralisierte 
Lésung 148+ man 10 Min. in Eiswasser stehen, dekantiert vom sedimentierten KCIO, 
und analysiert 0,1 bzw. 0,2 ml. 


* Die Organprobe nicht auf Metall-Wageschalen legen; kleine Kunststoff- 
plattchen, Glanzpapier oder Filmstreifen als Unterlagen vermeiden das Anfrieren. 
Wagen im Kalteraum empfiehlt sich. 

** Ultra-Turrax, Typ 18/2, Fa. Janke & Kunkel, Stauffen i. B. 

*** Homogenisator fiir wissenschaftliche Zwecke der Fa. Biihler, Tiibingen. 

t Fa. Radiometer, Kopenhagen. 

36 A. Wollenberger, E.-G. Krause u. B. E. Wahler, Naturwissenschaften 
45, 294 [1958]. 
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Blutkorrektur: Um den Metabolit-Gehalt der Zellen eines Gewebes zu 
finden, muB vom gesamten Metabolit-Gehalt des Gewebes der Metabolit-Gehalt 
des in ihm vorkommenden Blutes abgezogen werden. Fiir diese Korrektur gilt die 
Beziehung!*: Metabolit-Gehalt der Zellen = [(gesamter Metabolit-Gehalt des Ge- 
webes) — (Gewichtsanteil des Blutes im Gewebe x Metabolit-Gehalt des Blutes) ] 
: [1 — Gewichtsanteil des Blutes im Gewebhe]. 


Den Gewichtsanteil des Blutes im Gewebe bestimmt man nach Biicher 
et al.!4 aus Extinktionsmessungen bei 578, 560 und 540 mu. Unter der Voraus- 
setzung, daB der Oxyhamoglobin-(HbO,-)Gehalt des Blutes in der Blutbahn und 
im Gewebe annahernd gleich ist, folgt fiir den Blutanteil x des Gewebes 


__ AE wvo, - Verdiinnung - d, as 
dial AE'abo,* Verdiinnung - d,_ i nti oat 





Hierin ist AE qnog = Extinktionsdifferenz des Gewebeextraktes 

AE'ybvo. = Extinktionsdifferenz der Blutverdiinnung 

d, und d, = Schichtdicke der Kiivetten. 
AExbo, und AE'ypo, errechnen sich ohne Anwendung graphischer Auswerte- 
Methoden aus den Messungen der Extinktionen bei 678, 560 und 540 mu gemaB 


AEnboz = (E57g—E 560) + [(L540—2 578) * 9,47]. 


| 


Ergebnisse und Diskussion 


Lactatbestimmung: In Anwesenheit von Athylendiamintetra- 
acetat und bei Verwendung von Hydrazin als Ketoreagenz ist die Re- 
aktion wenig stéranfillig; eine strenge Proportionalitit ist gegeben. Die 
obere Grenze des Proportionalititsbereiches liegt nach unseren Messungen 
bei 0,09 uwMol/m/ Bestirhmungsansatz, der von Hohorst® angegebene 
Wert ist 0,15 wMol/ml. 


Glycerin-1-phosphat-Bestimmung: Der Ablauf dieses Tests 
entspricht im wesentlichen dem des Lactattests. Im allgemeinen verlauft 
der Glycerin-1-phosphat-Test schneller und stérungsfreier, was sicherlich 
in der etwa doppelt so groBen Gleichgewichtskonstanten begriindet ist. 


ATP-Bestimmung: Bei der Bestimmung von ATP mit Hexo- 
kinase/Zwischenferment ist der Reinheitsgrad der Enzyme von ausschlag- 
gebender Bedeutung*’. Eine ausfiihrliche Diskussion dariiber findet 


sich 1. ¢.}2. 


Ein Verfahren, die Hexokinase-Fremdaktivitait im Zwischenferment auszu- 
schalten, wurde von Bing und Mitarbeitern*® angegeben. Hierbei wird das zur 
Aktivierung der Hexokinase-Reaktion erforderliche Mg®® erst nach Ablauf der 
Zwischenferment-Reaktion zugesetzt, die Aktivierung dieses Enzymes geschieht 
durch Zusatz von K®-Ionen in Gegenwart von Athylendiamintetraessigsiure. Wie 


37 P. Srere, J. R. Cooper, M. Tabachnick u. E. Racker, Arch. Biochem. 
Biophysics 74, 295 [1958]. 

38 §. Nagle, W. H. Danforth, R. J. Bing u. E. Helmreich, diese Z. 316, 
113 519591, 
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von Michal®® gefunden wurde, wird die Zwischenferment-Reaktion jedoch durch 
Zusatz von K®-Ionen nicht aktiviert. — Unser Zwischenferment war praktisch frei 


von Hexokinase. 

ADP-Bestimmung: Pyruvatkinase reagiert wohl mit Diphos- 
phaten anderer Nucleotide, jedoch mit einer um etwa eine Zehnerpotenz 
kleineren Geschwindigkeit bei iquivalenten Substratmengen. Nach chro- 
matographischen Untersuchungen von Schmitz*® ist das Herz ein aus- 
gesprochener ,,Energietyp‘; die Konzentration an Nichtadeninnucleo- 
tiden ist wesentlich geringer als die der Adeninnucleotide, so daB Sté- 
rungen dieser Art kaum ins Gewicht fallen. 

AMP-Bestimmung: Die zur Verwendung kommende Myokinase 
ist spezifisch fiir Adeninnucleotide“; daher ist der Testverlauf in der 
Regel stérungsfrei. Bei ungeniigendem ATP-Gehalt mu8 ATP bei der Be- 
stimmung zugesetzt werden. Praktisch alle handelsiiblichen ATP-Pri- 
parate enthalten ADP, und fast alle DPNH-Praparate sind durch AMP 
verunreinigt. Die GréBe dieser Verunreinigung li8t sich bestimmen, wenn 
die Messung einmal mit dem doppelten und einmal mit dem einfachen 
Coenzym-Zusatz durchgefihrt wird und daraus auf den Nullwert extra- 


poliert wird. 


Phosphokreatin- und Orthophosphat- Bestimmung 

Das von uns verwendete Phosphokreatin-Priparat (Sigma) hatte 
einen Kreatingehalt * von 51,0, einen Phosphorgehalt?® von 52,2% d. Th. 
Nach dem Verfahren von Lowry und Lopez” durchgefiihrte Phospho- 
kreatin-Analysen mit diesem Priparat ergaben, daB die Farbstirke der 
Lésungen bei der ,,Entwicklung“ nicht konstant bleibt und mit der Zeit 
zunimmt. Nach den Angaben der Literatur sollte diese deshalb konstant 
bleiben, weil Phosphokreatin angeblich unter den Versuchsbedingungen 
nicht hydrolysiert wird. Unsere Ergebnisse sind in Tab. 1 zusammen- 


gestellt. 


Tab. 1. Phosphokreatin-(PK-) und Orthophosphatbestimmung nach Lowry und 
Lopez** mit einem handelsiiblichen Praparat. 




















. E ug P o% d. Gesamt- 
PK 700 /0 
Ras: — gemessen nach | freigesetzt nach | P-Gehalts nach 
elngewogen pug P 
5 Min.| 10 Min. |5 Min.| 10 Min. |5 Min.| 10 Min. 
91,5 11,1 0,055 0,082 3,98 5,91 35,7 53,0 
45,5 5,55 | 0,027} 0,041 1,95 2,96 35,1 53,5 
22,8 2,77 | 0,013} 0,019 0,94 1,37 34,0 49,5 
P-Kichwert 20,0 0,277 | 0,277 — — — — 


39 G. Michal, Diplomarbeit, Techn. Hochschule, Miinchen 1957. 

40 H. Schmitz, Marburg, Vortrag auf dem 11. Mosbacher Colloquium der 
Gesellschaft f. Physiolog. Chemie am 29. 4. 1960. 

41 7, Lieberman, A. Kornberg u. E.S.Simms, J. Amer. chem. Soc. 76, 


3608 [1954]. 


42 P. B. Hawk, B. L. Oser u. W. H. Summerson, Practical Physiological 
Chemistry, 13th ed., S. 558. The Blakiston Company, New York u. Toronto 1954, 
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Wie daraus hervorgeht, tritt unter den MeBbedingungen nach dem 
Verfahren von Lowry und Lopez nicht nur eine deutliche Hydrolyse 
von Phosphokreatin ein, auch die Farbentwicklung liuft zudem nicht 
linear. Damit entfallen alle Voraussetzungen fiir eine evtl. geradlinige 
ixtrapolation, wie sie von den Autoren empfohlen wird. Ferner muB 
festgestellt werden, daB entgegen der Analysenvorschrift der dort an- 
gegebene Hydrolysenverlauf von Phosphokreatin nicht durch den Null- 
punkt fiihrt. Es ist also nicht richtig, nur den flachen letzten Teil der 
Hydrolysenkurve zur rechnerischen Ermittlung der ,,Halbwertzeit“ 
(70 Min.) heranzuziehen. Ein Ausweichen auf tiefere Temperaturen ver- 
bietet sich, eine Farbenentwicklung findet, auch nach den Angaben der 
Autoren, bei 0° nicht statt. 


99 


Das Verfahren von Fiske und Subbarow™ verzichtet im Gegen- 
satz zur Methode von Lowry und Lopez auf eine Simultanbestimmung, 
den Analysen geht eine Trennung beider Komponenten voran. Mit 
Standardlésungen von Phosphokreatin und Orthophosphat haben wir 
die in Tab. 2 gezeigten Ergebnisse gefunden. 


Tab. 2. Bestimmung von Phosphokreatin (PK) und Orthophosphat nach Fiske 
und Subbarow” mit einem handelsiiblichen Praparat. 











Standard- Theor. E57, (Mittel ug P ° der | °% d. Theorie 
a P-Gehalt é : : a 
lésung d. Frakt. aus 2 Best.) gefunden Theorie n. Korr. 

Sediment (PO?9-Frakt.) 

PK + PO? 72,8 ug 0,438 69 95 98,5 

PK — ; 0,002 0,3 — — 

PO3 80,0 ug 0,507 80 100 103 
Uberstand (PK-Fraktion) 

PK + PO}? 4,04 ug 0,0385 6 148 94,5 

PK 44,8 ug 0,302 47,5 106 103 
PO ae 0,015 2,4 ne ve 
P-Eichwert 80,0 ug 0,507 —— — os 

















Aus den Werten der Tab. 2 ist zu entnehmen, da man bei der Be- 
stimmung von Orthophosphat (im Sediment) zu kleine Werte, bei der 
Bestimmung von Phosphokreatin (im Uberstand) zu hohe Werte erhalt. 
Diese Ergebnisse fiihren wir auf die zu hohe Léslichkeit des Calcium- 
phosphates zuriick. Mittelwerte aus mehreren Versuchen ergaben Ver- 
schiebungen von i. M. 2,3 wg P fiir die zur Messung eingesetzten 10 wl. 
Die unter Beriicksichtigung dieser Tatsache errechneten Werte sind in 
der letzten Spalte der Tab. 2 angefiihrt, sie stimmen innerhalb der Meb- 
genauigkeit mit den theoretischen Werten iiberein. 


‘Wird aus diesen Befunden unter Beriicksichtigung der bei der 
Messung vollzogenen Verdiinnungen und auf die bei der Fillung vor- 
liegenden Konzentrationen zuriickgeschlossen, so ergibt sich rechnerisch, 
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daB die Léslichkeit des Caleciumphosphats in der alkalischen Lésung 
unter den Versuchsbedingungen 1,15 ug P/m/ bei 20°, entsprechend 
0,037 «Mol P/ml ist. Die Léslichkeit von Ca,(PO,), ist dagegen in Wasser 
0,065—0,097 u«Mol/ml 4%. 


Wiahrend Phosphokreatin weitgehend alkalistabil ist, also nach der 
Methode von Fiske und Subbarow zuverlissig von Orthophosphat 
getrennt werden kann, finden sich in vielen Gewebeaufschliissen Sub- 
stanzen, welche im alkalischen Milieu anorganisches Phosphat abspalten. 
Um einen EinfluB solcher Vorgiinge auf die Analysenergebnisse festzu- 
stellen, haben wir auf saurem Wege extrahierte Herzmuskelproben ana- 
lysiert: a) im sauren Milieu die Summe PO{° + Phosphokreatin, 
b) nach der Methode von Fiske und Subbarow getrennt PO{® und 
Phosphokreatin und c) den sauren Gewebeextrakt 50 Min. im alkalischen 
Milieu belassen, dann erst nach Ansiiuern die Summe von PO{? + Phos- 
phokreatin. Die Versuchsergebnisse (Tab. 3) zeigen, daB mit der Dauer 
des Einflusses alkalischer Bedingungen die Summe von Phosphokreatin 
und anorganischem Phosphat stark ansteigt. Unter diesen Bedingungen 
wird der PO?°-Gehalt erhéht, die Phosphokreatin-MeBwerte iindern sich 
jedoch nicht. 


Tab. 3. Phosphokreatin- (PK-) und Orthophosphat-Bestimmung in Proben aus 

Kaninchen-Herzmuskel nach saurem AufschluB: a) Summe PO§%? + PK direkt im 

sauren Milieu; b) Trennung nach Fiske und Subbarow (30 Min. alkalisch) ; 
c) Extrakt 50 Min. alkalisch, dann Bestimmung wie bei a). 











Probe Nr. POz + PK in wMol/100 g Feuchtgewicht 
a) b) ¢) 

1 830 978 1054 

2 1255 1290 1340 








Nach dem Verfahren von Wahler und Wollenberger®® wird 
Orthophosphat aus dem sauren OrganaufschluB extrahiert, Phospho- 
kreatin wird im Riickstand erfaBt. Nach Angaben der Autoren resultieren 
mit dieser Methode die bisher héchsten Phosphokreatin-Werte, ver- 
glichen mit anderen in der Literatur beschriebenen Verfahren. Ent- 
sprechend sind die Orthophosphat-Werte bei dieser Methode niedriger. 


Von uns durchgefiihrte Messungen nach dem Verfahren von Wahler 
und Wollenberger lieferten tatsichlich sehr niedrige PO{°-Werte im 
Herzmuskel. Verglichen mit den von Wahler und Wollenberger an- 
gegebenen Werten, liegen diese um einen geringen Betrag héher, jedoch 
wesentlich tiefer als die Analysenresultate, die man mit dem Verfahren 
von Fiske und Subbarow erhilt. Im Rahmen unserer Untersuchungen 


43 ©. D. Hodgman, Handbook of Chemistry and Physics, 37th ed., Chemical 
Rubber Publishing Co., Cleveland 1955. 
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Orthophosphatspiegel, nach Wahler und Wollenberger bestimmt, 
wihrend der Anoxie nicht wesentlich ansteigt, wihrend PO{°-Analysen 
nach Fiske und Subbarow einen deutlichen Anstieg zeigen. 


In Tab. 4 sind die Mittelwerte (aus je 4—5 Einzelmessungen) des 
Phosphokreatin- und PO{°-Gehaltes im Herzmuskel vor und nach 
Anoxie, einmal nach Wahler und Wollenberger und zum anderen 
nach Fiske und Subbarow analysiert, zusammengestellt. 


Tab. 4. Phosphokreatin- (PK-) und Orthophosphatgehalt im Herzmuskel vor und 
nach Anoxie, analysiert nach Wahler und Wollenberger*® bzw. Fiske und 
Subbarow” (Angaben in «Mol/100 g Gewebe-Feuchtgewicht). 

















Anoxiedauer PO%e PK POs? + PK 
(Min.) 1. c.22 | 1. c.2 1. c.22 1, 22 
0 617 310 365 982 
30 1281 336 24 1305 
60 1456 389 10 1466 


Wie die Ergebnisse zeigen, ist insbesondere der nach beiden Me- 
thoden erhaltene Orthophosphatspiegel sehr verschieden. Auch mu8 man 
nach diesen Befunden schlieBen, daB durch die Methode von Fiske und 
Subbarow eine betrichtliche Menge ,,freies‘‘ Phosphat erfaBt wird, 
welches nach dem Verfahren von Wahler und Wollenberger nicht in 
Erscheinung tritt. 


Bei allen bisher beschriebenen Analysenverfahren fiir Phospho- 
kreatin und Orthophosphat ist zu beriicksichtigen, daB in den einzelnen 
Geweben noch andere siurelabile Phosphatverbindungen vorkommen 
(z. B. Acylphosphat"), welche in der Phosphokreatin-Fraktion er- 
scheinen und die Analysenergebnisse verfilschen kénnen. Wahrscheinlich 
wird sowohl durch den Zerfall des Phosphokreatins als auch anderer 
phosphathaltiger Verbindungen freigesetztes anorganisches Phosphat in 
einer lockeren Form an eine lésliche Fraktion des Aufschlusses gebunden, 
das bei der Extraktion dem Verfahren nach Wahler und Wollenberger 
entgeht, jedoch bei der Analyse nach Fiske und Subbarow miterfaBt 
wird. Nach Wahler und Wollenberger wird Phosphokreatin nur als 
Differenz zwischen der Gesamtbestimmung PO{° + Phosphokreatin 
und dem PO{9-Wert errechnet, dadurch ist die Méglichkeit eines schein- 
baren Phosphokreatin-Anstieges gegeben. Aus diesen Griinden zweifeln 
wir die von Wollenberger und Mitarbeitern fiir den normalen Herz- 
muskel mitgeteilten sehr hohen Phosphokreatin-Werte an und wir 
glauben, daB dieses Verfahren falsche Resultate liefert. Nach unseren 





44 F. Lipmann u. L. C. Tuttle, J. biol. Chemistry 153, 571 [1944]. 


iiber den Metabolitgehalt des anoxischen Herzens zeigte sich, daB der 





Rd. 


Er; 
mit 
ble 


un 


W: 
kre 
dev 
fah 
An 
kre 
Su 
sta 


Phe 
ein 
wel 
pan 
der 


mos 
zu 


6-pl 
mul 
thic 


best 
der 


eine 
Nuc 
der 

Ant 
grol 
mis 


und 
nucl 


61) 


der 


nt, 
en 


les 
ch 





Bd. 324 (1961) | Bestimmung von Metaboliten im Herzmuskel 183 


Ergebnissen liefert die Methode von Fiske und Subbarow, verglichen 
mit anderen ,,kolorimetrischen‘‘ Verfahren, die besten Werte. jedoch 
bleibt auch diese Methode unbefriedigend. 


Das Verfahren von Lowry und Lopez ist u. E. zur Phosphokreatin- 
und PO{°-Metabolitbestimmung ganzlich unbrauchbar. 


Ein Vergleich der Analysenergebnisse (Fiske-Subbarow und 
Wahler-Wollenberger) bei der Gehaltsbestimmung von Phospho- 
kreatin und Orthophosphat im anoxischen Herzmuskel zeigt nochmals 
deutlich diese Diskrepanzen (Tab. 4): Im Herzmuskel, nach dem Ver- 
fahren von Wahler und Wollenberger analysiert, bleibt wihrend der 
Anoxie der PO{°-Spiegel anniihernd konstant, wiihrend der Phospho- 
kreatin-Gehalt sehr rasch ansteigt. Mit der Methode von Fiske und 
Subbarow gemessen, steigt wihrend der Anoxie der PO?°-Gehalt 
stark an, der Phosphokreatin-Gehalt fallt dagegen rasch ab. 


In der Zwischenzeit von Lamprecht und Stein'*® durchgefiihrte 
Phosphokreatin- und PO?°-Analysen, wobei Kreatinphosphat mit Hilfe 
eines streng spezifischen und enzymatisch-optischen Testes unter Ver- 
wendung von Kreatinkinase analysiert wurde, haben diese Diskre- 
panzen geklirt. Phosphokreatin fallt wihrend der Anoxie sehr rasch ab, 
der PO{°-Spiegel nimmt zu. 

Die enzymatische Analyse von Phosphokreatin ist u. E. die einzig 
mégliche und spezifische Methode, diesen Metaboliten in Organextrakten 
zu analysieren. 


Pyridinnucleotid- Bestimmung 


Stérungen durch Fremdaktivititen (wie DPN°-abhingige Glucose- 
6-phosphat-Dehydrogenase) sind bei der enzymatischen TPN®-Bestim- 
mung nicht zu beobachten, auch stort ein in Grenzen bleibender Gluta- 
thionreduktase-Gehalt im Enzym nicht wesentlich. 


Tab. 5 bringt die Ergebnisse fluorometrischer Pyridinnucleotid- 
bestimmungen. Fiir Wiederauffindungs-Versuche sowie zur Ermittlung 
der Eichwerte dienten 10-6m Lésungen von Pyridinnucleotiden. 


Die Ergebnisse der Tab. 5 zeigen, daB die fluorometrische Analyse 
eine hinreichend quantitative Bestimmungsmethode fiir reduzierte 
Nucleotide ist. Die Analyse der oxydierten Nucleotide ergab, dab 
der TPN®-Gehalt zu gering gefunden wird und daB davon zudem ein 
Anteil in der DPN®-Fraktion auftritt. Damit entgeht also ein relativ 
groBer Anteil des TPN®-Gehaltes der Reduktion und stért bei Ge- 
mischen die DPN®-Bestimmung empfindlich. 

Nach den obigen Bestimmungen haben wir den EinfluB der Enzym- 
und Glucose-6-phosphat-Konzentration auf die fluorometrische Pyridin- 
nucleotidanalyse untersucht (Tab. 6). 
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Tab. 6. Einflu8 der Enzym- und Glucose-6-phosphat(G-6-P-)-Konzentration auf die 
fluorometrische Pyridinnucleotid-Analyse. Die Ansatze sind identisch mit den 
letzten der Tab. 5. 














0 G.6-P Enzym wiedergefunden 

7 " (1 mg/ml) mo, 
pl der Theorie 
15,62 8,00 24 (48) 
15,62 15,62 32 (57) 
15,62 36,82 30 (59) 
15,62 79,93 35 (73) 
81,55 36,82 22 (50) 


In der letzten Spalte der Tab. 6 sind in Klammern die Werte der 
TPN®-Wiederauffindung in Prozenten aufgefiihrt, die sich als Summe aus 
der TPN®°- und der DPN®-Fraktion ergeben. 


Die Ergebnisse zeigen, daB es in keinem Fall méglich ist, eine vor- 
gegebene Menge TPN® fluorometrisch wiederzufinden. Unzureichende 
Enzymmengen kénnen nicht die Ursache sein. Enzymatisch-optische 
Bestimmungen zeigen ferner, daB ein groBer Teil des TPN® innerhalb 
kurzer Zeit unter diesen Versuchsbedingungen reduziert wird. Die von 
Lowry und Lopez erwihnte Méglichkeit, solche Enzympriparationen 
wiirden TPN®-zerstérende Faktoren enthalten, scheidet fiir die vor- 
liegenden Messungen aus, da sonst bei steigender Enzymmenge ein Ab- 
sinken des wiedergefundenen TPN® festgestellt werden miiBte. Dies ist 
aber nicht der Fall (Tab. 6); die Ursache dieser St6rung bleibt daher 
unklar und man muB, wie wir glauben, auf die fluorometrische Analyse 
der oxydierten Pyridinnucleotide verzichten. DPN® und TPN® werden 
deshalb von uns ausschlieBlich enzymatisch-optisch analysiert. 


AufschluBverfahren 


Die Herzmuskelproben wurden fiir diese Untersuchungen nach ver- 
schiedenen Methoden aufgeschlossen: a) bei anniihernd neutralem pH 
durch Hitzedenaturierung*, b) durch Enteiweifen mit HClO, und 
c) Fixierung der Gewebeproben mit Hilfe der Frierstopmethode, dann 
Aufschlu8 mit HClO, in der Kiilte. Ein Vergleich dieser MeBergebnisse 
zeigt die deutliche Uberlegenheit des AufschluBverfahrens nach W ollen- 
berger und Mitarbeitern*®, 

In Tab. 7 sind Metabolitgehalte des Herzens (Hund) vor und nach 
30 Min. Anoxie zusammengestellt. Die Organproben wurden nach ver- 
schiedenen Verfahren aufgeschlossen, die angefiihrten Werte sind Mittel- 
werte aus 4—5 Einzelmessungen. 

Erhebliche Unterschiede finden sich in den Metabolitgehalten nach 
Anwendung verschiedener AufschluBverfahren, besonders, wenn die An- 
derungen des Metabolitgehaltes selbst wiihrend der Anoxie groB sind. 
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Tab. 7. Metabolitgehalte im Hundeherzen nach verschiedenen AufschluBmethoden 
(Angaben in ~Mol/100 g Gewebe Feuchtgewicht). 

Metabolit Frierstop-Methode AufschluB mit HClO, 

Normal- |nach30Min.| Normal- | nach 30 Min. 

werte Anoxie werte Anoxie 
_ rn 617 1281 _ = 
Phosphokreatin. . . 365 24 a — 
_\ i Ae are eee Se 320 103 287 100 
A 1) eee tee 87 76 94 61 
| agra ereetaeeae 15 41 19 25 
LS eae 1 78 58 115 
ol) a aA Senne ars 10 8,4 15 10 

SL et ey er 3,7 6,3 8,9 8.6 
Glycerin-1-phosphat . 24 295 47 247 

PRTMVAL:. 2 > ~ © 4,2 3,2 3,3 1,9 
MUBCHAL soi gs, bs cs 304 2790 743 2599 

a-Keto-glutarat. . . 9,5 5,6 4,4 2,0 














Die Fixierung der Organproben in Perchlorsiure, deren Dauer wir auf 
etwa 2 Min. schitzen, zeigt gegeniiber der Frierstop-Methode, vor allem 
im HMP-Gehalt und im Metabolitgehalt der DPN-abhiingigen Redox- 
systeme (Lactat und Glycerin-1-phosphat) deutliche Unterschiede. Die 
Quotienten Lactat/Pyruvat oder Glycerin-1-phosphat/DHP, wie auch 
das Verhiiltnis DPNH/DPN® oder der Pyridinnucleotidgehalt*® erfahren 
rasche Anderung, die mit Hilfe der HClO,-Methode nicht geniigend 
schnell fixiert werden kann. Die zeitraubende Fixierung von Gewebe- 
proben durch Erhitzen, nach Glock und Mitarbeitern®’, ist noch un- 
befriedigender. Durchgefiihrte Analysen nach dieser Methode waren 
véllig unzureichend und wir haben auf eine weitere Anwendung dieses 
Verfahrens verzichtet. 

Uber die Anderung dieser und weiterer Metabolitgehalte im Herz- 
muskel vor und wiihrend einer Anoxieperiode haben wir ausfiihrlich be- 
richtet*. Die dort beschriebenen Ergebnisse wurden unter Beriicksichti- 
gung der in dieser Arbeit dargelegten Befunde erhalten. 


Die vorliegende Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft durch eine groBziigige Beihilfe gefordert. 


Zusammenfassung 


Fiir die Bestimmung von Metaboliten des Herzmuskels werden ver- 
schiedene Analysen- und AufschluBverfahren in gleichen Organproben 
gegeniibergestellt. 

Keines der gepriiften Verfahren zur Bestimmung von Phospho- 
kreatin neben Orthophosphat eignet sich zur Metabolitbestimmung im 
Herzmuskel. Analysen im Herzmuskel vor und nach Anoxie lieferten 
nach einem Verfahren (Wahler und Wollenberger**) gleichbleibenden 
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Orthophosphatgehalt und einen Anstieg des Phosphokreatingehaltes, 
mit einer anderen Methode (Fiske und Subbarow”) steigt wihrend der 
Anoxie der Orthophosphatgehalt stark an, dagegen fallt der Phospho- 
kreatingehalt rasch ab. 


Die quantitative fluorometrische Analyse der Pyridinnucleotide 
liefert fiir reduzierte Nucleotide gute MeBergebnisse. Bei der Analyse der 
oxydierten Nucleotide wird der TPN®-Gehalt zu gering gefunden, zudem 
tritt davon ein Teil in der DPN®-Fraktion auf. TPN® und DPN® kénnen 
nur enzymatisch-optisch analysiert werden. 


Von den gepriiften AufschluBverfahren (Hitzedenaturierung, Per- 
chlorsiure-EnteiweiBung) eignet sich nur die Frierstop-Methode, der eine 
EnteiweiBung mit Perchlorsiure folgt. Ohne Anwendung der Frierstop- 
Methode werden vornehmlich Verschiebungen im Metabolitgehalt DPN- 
abhingiger Redoxsysteme, wie auch das Verhiiltnis DPNH/DPN® selbst, 
rasch verindert. 


Summary 


Various analytical and fractionation procedures for the determi- 
nation of metabolites in cardiac muscle have been compared on the 
same organ samples. 


None of the tested methods for the measurement of creatine phos- 
phate in precence of orthophosphate is suitable for cardiac muscle. 
Analyses by the method of Wahler and Wollenberger?®’, before and 
after anoxia, gave a constant orthophosphate level with a rise in 
creatine phosphate. The method of Fiske and Subbarow™ gave a 
marked rise of orthophosphate during anoxia, with a rapid decrease of 
creatine phosphate. 


Quantitative fluorimetric analysis of pyridine nucleotides gave good 
results for reduced nucleotides. In the analysis for oxidised nucleotides, 
the TPN® level was too low; some of it appeared in the DPN® fraction. 
TPN® and DPN® were determined by enzymic-optical methods. 


Of the tested fractionation methods (heat denaturation, perchloric 
acid deproteinization) the only suitable one was the ,,Frierstop‘‘ method 
(tissue fixed by pressing between aluminium blocks at —180°, to a 
thickness of 1—2 mm), followed by deproteinization with perchloric 
acid. Without the ,,Frierstop“ method rapid changes occur, especially 
in the levels of metabolites in DPN-dependent redox systems and in the 
ratio DPNH/DPN®. 


Privat-Dozent Dr. Walther Lamprecht, Organisch-Chemisches Institut der 
Technischen Hochschule, Miinchen 2, Arcisstr. 21. 
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Stoffwechsel von 9a-Fluor-hydrocortison 
in der Rattenleber 
Von 
Herbert Schriefers 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Bonn, 
Direktor: Prof. Dr. Dr. W. Dirscherl 


(Der Schriftleitung zugegangen am 15. November 1960) 


Die Einfiihrung von Fluor in die 9x-Stellung des Hydrocortisons! 
fiihrt zu einer bedeutsamen Steigerung seiner biologischen und pharma- 
kologischen Aktivititen : 9«-Fluor-hydrocortison hat gegeniiber Cortison 
und Hydrocortison eine 12fach stiirkere Wirkung im Leberglykogen- 
test?, einen 10fach gréBeren therapeutischen Effekt als Antirheumati- 
cum? und eine auf das 180fache gesteigerte Mineralocorticoid-Aktivitit?. 

Mit der Alteration in den biologischen Eigenschaften geht ein ver- 
langsamter Stoffwechsel in der Leber einher®. Die vorliegende Arbeit, 
die sich mit der Isolierung und Identifizierung der Stoffwechselprodukte 
des 9x-Fluor-hydrocortisons nach Inkubation mit Rattenleberschnitten 
befaBt, zeigt, daB sich der Stoffwechsel dieses Steroids auch qualitativ 
von dem der natiirlichen Corticosteroide unterscheidet. 


Methodik 


Erwachsene weibliche Ratten (180—250 g; 1. Generation einer Kreuzung 
Sprague-Dawley x Wistar; Ernahrung:3,,Pellets‘** je Tier und Tag, Trinkwasser ad 
libitum) wurden durch Dekapitation getétet, die Lebern entfernt, in eiskalte Krebs- 
Henseleit-Ringerlosung (KHR)® gebracht und mit der Rasierklinge geschnitten. 

Inkubation: 500 (+ 10) mg Schnitte wurden mit 2 mg 9«-Fluor-hydrocor- 
tisonacetat** (echt gelést in KHR) in 12,65 ml KHR + 2,35 ml Phosphatpuffer 


* Standardkost des Zentralinstitutes fiir Versuchstierzucht in Hannover. 

** Herrn Dr. J. Fried, The Squibb Institute for Medical Research, New 
Brunswick, N. Y., danke ich sehr fiir die freundliche Uberlassung des Praparates. 

1 J. Fried u. E. F. Sabo, J. Amer. chem. Soc. 75, 2273 [1953]; ebenda 76, 
1455 [1954]. 

2 R. O. Stafford, L.E. Barnes, B.J. Bowman u. M.M. Meinzinger, 
Proc. Soc. exp. Biol. Med. 89, 371 [1955]; J. Fried, Ann. N. Y. Acad. Sci. 61, 
573 [1955]. 

3 E. W. Boland u. N. E. Headley, Ann. Rheumat. Dis. 18, 291 [1954]; 
L. Villa, C. B. Ballabio u. G. Sala, ebenda 14, 251 [1955]; L.E. Ward u. 
Ph. 8S. Hench, Ann. N. Y. Acad. Sci. 61, 620 [1955]. 

4 W. W. Swingle, L. J. Brannick, A. F. Parlow, C. Backer u. St. Le- 
Brie, Endocrinology 59, 226 [1956]. 

5 D. Todd u. O. Hechter, Arch. Biochem. Biophysics 56, 268 [1955]; 
H. Schriefers, W. Korus u. W. Dirscherl, Acta endocrinol. 26, 331 [1957]; 
E.M. Glenn, R. O. Stafford, S.C. Lyster u. B. J. Bowman, Endocrinology 
61, 128 [1957]; H. Schriefers u. W. Korus, diese Z. $18, 239 [1960]. 

6 H. A. Krebs u. K. Henseleit, diese Z. 210, 33 [1932]. 








Bd. 


(0,1 
ther 


Chi 
ged: 
riick 
met 
At. 
tati 
noli 


Pho 


Whi 
Met! 
Was 
steig 
ausg 
dien 
Die 
jede 
mess 
Subs 
anha 
nach 
stan: 
Prap 
mit 
Benz 


Syst 
grap! 
Tolu 


man- 
tions: 
(2—1 
Subst 
gefiih 


aceta 
hydri 
tung 

Deriv 
und « 
Meth 





we 


& 
d 





Bd. 324 (1961) Stoffwechsel von 9 «-Fluor-hydrocortison 189 


(0.1m Na,HPO,/HCl1; pH 7,3) 120 Min. bei 37° und unter Luftzutritt im Schiittel- 
thermostaten inkubiert. Eine Leber lieferte Material fiir 6—8 Ansitze. 

Aufarbeitung: Jeder Ansatz wurde samt Schnitten zweimal mit je 30 ml 
Chloroform extrahiert; die Extrakte wurden im Vak. bei Zimmertemperatur ein- 
gedampft. Mit je einem Zehntel der methanolischen Lésungen der Extrakttrocken- 
riicksténde wurden folgende Untersuchungen durchgefiihrt: UV-Spektrophoto- 
metrie im Bereich von 220 bis 250 my zur quantitativen Bestimmung der Gesamt- 
A4-3-Ketosteroide, Reaktion mit Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC)? zur quanti- 
tativen Erfassurg der Gesamt-«-Ketole. Bei diesen Messungen dienten die metha- 
nolischen Lésungen der Extrakttrockenriickstiénde von Gewebeleerwerten (KHR- 
Phosphat + Schnitte ohne Steroid) als Korrektur. 

Die iibrigen acht Zehntel der Extrakttrockenriickstaénde wurden bei 25° auf 
Whatman-1-Papier in den Systemen Formamid/Chloroform® (Laufzeit 18 Stdn.), 
Methanol/Wasser/Benzol® 1: 1:2 (System A; Laufzeit 4 Stdn.) und Methanol/ 
Wasser/Athylacetat/Benzol® 25 : 25: 2,5: 47,5 (System B; Laufzeit 4 Stdn.) ab- 
steigend chromatographiert. Zur Sichtbarmachung der Substanzen auf einem her- 
ausgeschnittenen 0,5 cm breiten Mittelstreifen der 15 cm breiten Chromatogramme 
dienten Kontaktphotographie®, Phosphorsaurefluoreszenz?® und TTC-Reaktion". 
Die mit Methanol von den Papierchromatogrammen eluierten Substanzen wurden 
jede fiir sich durch Verteilungschromatographie an Celite-Saulen!* (Saiulendurch- 
messer: 10 mm; 6 g Celite 545 impragniert mit 3 ml schwerer Phase; aufgebrachte 
Substanzmengen: 0,05—2 mg; Fraktionierung: 1,8 ml je Fraktion) von den noch 
anhaftenden Verunreinigungen befreit. Auf diese Weise erhalt man meist schon 
nach einmaliger Chromatographie, spitestens nach Wiederholung, kristalline Sub- 
stanzen. Voraussetzungen dafiir sind riickstandfreie Lésungsmittel und ein Celite- 
Praparat, das nach der iiblichen Behandlung mit Salzsiure und dem Auswaschen 
mit Wasser durch erschépfende Extraktion (14 Stdn. im Soxhlet) mit Methanol/ 
Benzol/Athylacetat 45 : 45: 10 gereinigt wurde. 

Substanzen mit einer Wanderungsgeschwindigkeit von 0,8—1,2 cm/Stde. im 
System Formamid/Chloroform wurden an der Celite-Saule im System A chromato- 
graphiert, schneller laufende Substanzen im System Methanol/Wasser/Cyclohexan/ 
Toluol 7:3:5:5 (System C), langsamer laufende im System B. 

Identifizierung: Von den isolierten Substanzen wurden mit dem Beck- 
man-Spektralphotometer DU die UV-Spektren (220—250 my) und die Absorp- 
tionsspektren in Schwefelsiure (200—600 my)* aufgenommen. Die IR-Spektroskopie 
(2—16u) wurde mit der KBr-Mikrotechnik (K Br-PreBling 1x6 mm; 10 mg KBr; 
Substanzmenge 50—100 ug) am Beckman- Infrarot-Spektrophotometer IR 5 durch. 
gefuhrt. 

Folgende Derivate der isolierten Substanzen wurden dargestellt: 21-Mono- 
acetate, 3.21-Diacetate (100 ug Substanz + 0,25 m/ Pyridin + 0,15 ml Acetan- 
hydrid, 14 Stdn. Zimmertemperatur), 17-Ketosteroide durch oxydative Abspal- 
tung der Seitenkette mit NaBiO,!*, 3-Monoacetate der Oxydationsprodukte. Die 
Derivate wurden an Celite-Saulen chromatographiert: Die Acetate der C,,-Steroide 
und die freien C,,-Steroide im System C, die Acetate der C,,-Steroide im System 


Methanol/Wasser/Cyclohexan 42,5: 7,5: 50. 


7 H. Schriefers u. W. Korus, Naturwissenschaften 48, 517 [1956]. 

8 A. Zaffaroni, Recent Progr. Hormone Res. 8, 51 [1953]. 

9 J. E. Bush, Biochem. J. 50, 370 [1952]. 

10 R. Neher u. A. Wettstein, Helv. chim. Acta 34, 2278 [1951]. 

11 R. B. Burton, A. Zaffaroni u. E.H. Keutmann, J. biol. Chemistry 
188, 763 [1951]. 

122 W.R. Butt, P. Morris, C. J.O. R. Morrisu. D. C. Williams, Biochem. 
J. 49, 434 [1951]; P. J. Ayres, O. Garrod, S. A. Simpson u. J. F. Tait, ebenda 
65, 639 [1957]. 

13-H. Schriefers u. W. Korus, diese Z. 318, 66 [1958]. 
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Als Referenzsubstanz wurde 21-Acetoxy-9a-fluor-5«-pregnan-diol-(11.17«)- 
dion-(3.20)* aus 9a-Fluor-hydrocortisonacetat durch katalytische Hydrierung nach 
dem von Djerassi und Mitarbeitern™ zur Synthese von 21-Acetoxy-5«-pregnan-ol- 
(17«)-trion-(3.11.20) aus Cortisonacetat ausgearbeiteten Verfahren dargestellt. Die 
Praparation des Palladium-Bariumsulfat-Katalysators erfolgte nach Kuhn und 
Haas?, 

Die Elementaranalyse der aus Athylacetat/n-Hexan umkristallisierten Sub- 
stanz (Schmp. 218°) hatte folgendes Ergebnis: 

Cy3 Hgg F O, (424,5) Ber. C 65,07 H 7,84 F 4,48 

Gef. C 64,88 H 7,83 F 4,14 

Die Sauerstoffbestimmung war wegen des Fluor-Gehaltes der Substanz aus 

methodischen Griinden nicht durchfiihrbar. 


Ergebnisse 

Nach chromatographischer Auftrennung der Chloroform-Extrakte 
aus den Inkubationsansitzen zeigen sich neben der Ausgangssubstanz (I) 
drei Stoffwechselprodukte (II, III, IV). Uber die quantitativen Verhiilt- 
nisse und die Ausbeute an I—IV unterrichtet die Tabelle. Nach In- 
kubation sind 83% des eingesetzten Substrates als «-ketolische Fluor- 
hydrocortison-Aquivalente extrahierbar, die zu 92°, durch die Summe 
der Substanzen I—IV gedeckt werden. 92°, bedeuten eine praktisch 
vollistiindige Wiederfindung ; denn nach unseren Erfahrungen betrigt die 
Wiederfindung von Testsubstanzen nach Chromatographie an Celite 
90—95%. 
Prozentuale Verteilung der Substanzen I—IV auf die Gesamtmenge der zu Ver- 
suchsende extrahierbaren «-Ketole nach Chromatographie an Celite (System A). 


Eingesetzt: 2035 ug 9«-Fluor-hydrocortisonacetat = 1830 ug Fluor-hydrocortison ; 
nach Inkubation extrahierbar: 1520 wg Fluor-hydrocortison-Aquivalente. 


Substanz I III II IV 
% 5,8 15,7 62,5 8,1 
Nr. d. Frakt. 3—5 6—11 12—21 22—27 














Substanz ITI ist das Produkt der Esterspaltung. Ihr IR-Spektrum 
zeigt vollstandige Ubereinstimmung mit dem des authentischen 9x-Fluor- 
hydrocortisons. 

Die Identifizierung von Substanz III und IV gelang nur auf Um- 
wegen, da entsprechende Referenzsubstanzen noch nicht bekannt sind. 

Substanz III, weniger polar als Fluor-hydrocortison, besitzt die 
Dihydroxyaceton-Gruppierung an C-17 (TTC-positiv; nach Oxydation 
mit NaBiO, entsteht ein 17-Ketosteroid), zeigt aber nicht mehr die fiir 
die A*-3-Ketogruppierung in Ring A charakteristischen Eigenschaften 
(UV-Absorption, NaOH-Fluoreszenz). Das IR-Spektrum des Acetates 


* Nach einer persénl. Mitteil. von Dr. J. Fried entsteht auch aus Fluor- 
hydrocortison bei der katalytischen Hydrierung im neutralen Medium stereo- 
spezifisch die Allopregnan-(5«-)Verbindung. 

14 C. Djerassi, G. Rosenkranz, J. Pataki u. 8. Kaufmann, J. biol. 
Chemistry 194, 115 [1952]. 

15 R. Kuhn u. H. J. Haas, Angew. Chem. 67, 785 [1955]. 
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von III (Abb. la) hat drei Carbonylbanden, die als Acetat- (5,731). 
C-20- (5,80 4) und C-3-Carbonyl (5,99 “) anzusprechen sind. Die Hy- 
droxylgruppe an C-1] ist unveriindert; denn das 17-Ketosteroid, ent- 
standen durch Wismutat-Oxydation von III, hat im IR-Spektrum noch 
eine Hydroxyibande. III diirfte daher als 4.5-Dihydro-fluor-hydro- 
cortison anzusprechen sein. 





Die Frage nach der sterischen Anordnung des Wasserstoffes an C-5 
1aBt sich nur per exclusionem beantworten: Das IR-Spektrum der bei 
der katalytischen Reduktion von 9x-Fluor-hydrocortisonacetat stereo- 
spezifisch entstandenen 4.5«-Verbindung (V) stimmt zwar nach Lage 
und Zahl der Carbonylbanden (5,74; 5,80; 5,98 ju), nicht aber in der sog. 
Fingerprint-Region (7,5—16 4) mit dem Spektrum des Acetates von III 
iiberein (vgl. Abb. 1b mit Abb. 1a). 
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Abb. 1. IR-Spektren der 21-Acetate von 
a) 9x-Fluor-5$-pregnan-triol-(118.17«.21)-dion-(3.20) (ITI) und 
b) 9«-Fluor-5a-pregnan-triol-(11.17«.21)-dion-(3.20) (V). 


Auch im Schwefelsiure-Absorptionsspektrum weicht III von dem 
isomeren 4.5a«-Dihydro-Derivat ab. Wie vorauszusehen, sind die beiden 
Substanzen chromatographisch nicht zu unterscheiden. III sehen wir so- 
mit als 9x-Fluor-5 £-pregnan-triol-(11 8.17«.21)-dion-(3.20) an. 


Substanz IV, polarer als Fluor-hydrocortison, unterscheidet sich 
von IIT bei unveriinderter Seitenkette durch eine hydrierte 3-Ketogruppe. 
Dies li Bt sich durch das chromatographische Verhalten, besser noch IR- 








sp 
bo 
TO! 
dic 
ch 














Bd. 324 (1961) Stoffwechsel von 9 «-Fluor-hydrocortison 193 


spektroskopisch beweisen: Es existiert nur noch die schmale C-20-Car- 
bonylbande (5,82 4); im Bereich der C—O-Valenzschwingungen von Ste- 
roid-Alkoholen hat Substanz IV ihre Hauptabsorptionsbande bei 9,71 yu, 
die nach den eingehenden Untersuchungen von J ones und Mitarbeitern !® 
charakteristisch fiir die Konfiguration 3 8-Hydroxy-5 f ist (Abb. 2a). 
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Abb. 2. IR-Spektren von 
a) 9«-Fluor-5f-pregnan-tetrol-(38.118.17«.21)-on-(20) (IV) und 
b) 9a-Fluor-5«-pregnan-tetrol-(38.118.17«.21)-on-(20) (VI). 


DaB die 3-Hydroxygruppe cis-stiindig zum Wasserstoff an C-5 an- 
geordnet ist, kann man in Anlehnung an Jones und Mitarbeiter?’ 
zeigen: 3-Acetoxy-steroide, bei denen sich der Acetylrest an einer zum 
C-5-Wasserstoff cis-stiindigen (axialen) Hydroxylgruppe befindet, haben 
im IR-Spektrum nahe 8 « zwei (oder mehr) ausgeprigte Absorptions- 
banden. In dem vorliegenden Fall trifft dies fiir das 3.21-Diacetat (7,91; 
8,06 uw), wie auch fiir das 3-Monoacetat (7,95; 8,07 u) des Wismutatoxy- 
dationsproduktes von IV zu. 


Die hier theoretisch noch in Betracht kommende Konfiguration 
3a-Hydroxy-5« ist auszuschlieBen, da die Hauptabsorption der C—O-Va- 


16 A. R.H. Cole, R. N. Jones u. K. Dobriner, J. Amer. chem. Soc. 74, 
5571 [1952]; R. N. Jones u. G. Roberts, ebenda 80, 6121 [1958]; G. Roberts, 
B.S. Gallagher u. R. N. Jones, Infrared absorption spectra of steroids, Vol. II, 
Interscience Publishers, Inc., New York 1958. 

17 R.N. Jones, P. Humphries, F. Herling u. K. Dobriner, J. Amer. 
chem. Soc. 78, 3215 [1951]. 
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lenzschwingung eines solchen freien Steroid-Alkohols nicht bei 9,7 u 
(Substanz IV), sondern bei 10 liegt?®. IV ist somit als 9«-Fluor-5£- 
pregnan-tetrol-(36.11.17«.21)-on-(20) anzusprechen. 


Inkubiert man das durch katalytische Hydrierung von II erhaltene 
4.5x-Dihydro-fluor-hydrocortison (V) mit Rattenleberschnitten, so er- 
hilt man eine 3-Hydroxy-Verbindung (Abb. 2b), die weitaus polarer ist 
als IV. Das 3.21-Diacetat (7,88 4) dieser Verbindung hat ebenso wie das 
3-Monoacetat (8,01 ~) des Wismutatoxydationsproduktes im IR-Spek- 
trum nur eine Bande; die 3-Hydroxygruppe ist hier also trans-staindig 
zum Wasserstoff an C-5, und das Stoffwechselprodukt sehen wir folglich 
als 9x-Fluor-5«-pregnan-tetrol-(38.118.17«.21)-on-(20) (VI) an. 


AbschlieBend ist noch auf eine Besonderheit in den [R-Spektren von 
III- (Abb. la) und V-Acetat (Abb. 1b) hinzuweisen. Wahrend die Ab- 
sorptionsbande der 3-Ketogruppe gesittigter 3-Ketone von 21-Acetoxy- 
Verbindungen der Pregnan- und Allepregnan-Reihe nach den Angaben 
der Literatur und nach eigenen Untersuchungen zwischen 5,85 und 5,90 uw 
zu finden ist, liegt sie bei den entsprechenden 9«-Fluor-Verbindungen bei 
5,99 uw. Der Auffassung, daB es sich hier um die Carbonylbande von 
A‘-3-Ketonen handelt, stehen aber folgende Fakten entgegen: III und V 
(freie Alkohole) wandern auf dem Papierchromatogramm schneller als 
die entsprechenden ‘A‘-3-Ketone; die Substanzflecken zeigen keine Na- 
tronlauge-Fluoreszenz. III- und V-Acetat sowie die freien Alkohole 
zeigen nicht mehr das fiir 44-3-Ketosteroide typische UV-Spektrum. Die 
bei der katalytischen Hydrierung von 9x-Fluor-hydrocortisonacetat zu 
V-Acetat aufgenommene Menge Wasserstoff entspricht innerhalb der 
Fehlergrenze der Apparatur (+1,5%) der zu erwartenden. Die IR-Spek- 
tren der freien Alkohole III und V besitzen, entsprechend den Angaben 
der Literatur® fiir gesittigte 3-Ketone der Pregnan- und Allopregnan- 
Reihe, eine einzige stark ausgepriigte Absorptionsbande bei 5,85—5,90 
(siehe z. B. Abb. 3). 
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Abb. 3. IR-Spektrum des freien 9«-Fluor-5f-pregnan-triol-(116.17«.21)-dions- 
(3.20) (III). 


Somit sind III und V gesiittigte 3-Ketone; die anomale Lage der 
3-Keto-Absorptionsbande von IIT- und V-Acetat darf als reell angesehen 
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werden. Eine systematische Untersuchung der 21-Acetoxy-Verbindungen 
anderer 9a-Substitutionsprodukte kénnte vielleicht den Grund fiir 
diese Anomalie aufdecken. 


Diskussion 


Wenn in der Rattenleber (Perfusions-, Schnitt-, Homogenatver- 
suche)!§ aus Cortison und Hydrocortison ausschlieBlich Metaboliten der 
Allopregnan-(5«-)Reihe entstehen, wihrend, wie die vorliegende Arbeit 
zeigt, aus 9x-Fluor-hydrocortison nur Stoffwechselprodukte vom 5f- 
Pregnan-Typ gebildet werden, so liegt der Schlu8 nahe, daB durch das 
«-stindige Fluoratom die 5«-Reduktion sterisch oder elektrisch behin- 
dert ist. Da sich unter den Metaboliten des Fluor-hydrocortisons keine 
3x-Hydroxy-Verbindung fand, miissen ahnliche Erwigungen fiir den 
sterischen Verlauf der Hydrierung der 3-Ketogruppe gelten. 


Offensichtlich ist aber auch die Hydrierung der 20-Ketogruppe ge- 
hemmt; denn es lieBen sich keine 20-Hydroxyverbindungen nachweisen, 
wie sie sonst als Produkte des Rattenleberstoffwechsels natiirlicher Cor- 
ticosteroide1*, aber auch des Prednisons?}® regelmiBig auftreten. 


Mithin zeichnet sich 9«-Fluor-hydrocortison vor den natiirlichen 
Corticosteroiden nicht nur durch seine gréBeren physiologischen und 
pharmakologischen Aktivititen, sondern auch durch einen verlang- 
samten® und sterisch anders verlaufenden Stoffwechsel aus. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sei fiir die finanzielle Unter- 
stiitzung dieser Arbeit sehr gedankt. 


Fir ihre intensive Mitarbeit bin ich Frl. F. Pohl und Frl. M. Pittel sehr zu 
Dank verpflichtet. 


Zusammenfassung 


Nach Inkubation von 9x«-Fluor-hydrocortisonacetat mit Ratten- 
leberschnitten wurden als Stoffwechselprodukte isoliert und identifiziert : 
9x-Fluor-hydrocortison, 9x-Fluor-5f-pregnan-triol-(118.17«.21)-dion-(3. 
20) und 9x-Fluor-5f-pregnan-tetrol-(38.118.17«.21)-on-(20). 

Unter den gleichen Bedingungen entstand aus 9«-Fluor-5x-preg- 
nan-triol-(118.17«.21)-dion-(3.20) die entsprechende 3f$-Hydroxy-Ver- 
bindung. 

Wiahrend in der Rattenleber aus Cortison und Hydrocortison nur 
Metaboliten der Allopregnan-Reihe gebildet werden, sind die des Fluor- 
hydrocortisons ausschlieBlich vom Pregnan-Typ. 


18 Vgl. R. I. Dorfman, Annu. Rev. Biochem. 26, 523 [1957]. 
1° H. Schriefers, Naturwissenschaften 46, 559 [1959]. 
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Summary 

The following metabolites were isolated and identified after the in- 
cubation of 9x«-fluorohydrocortisone acetate with rat liver slices: 9x- 
fluorohydrocortisone, 9«-fluoro-5-pregnane-118.17«.21-triol-3.20-dione 
and 9x«-fluoro-58-pregnane-38.118.17«.21-tetrol-20-one. 

Under the same conditions, 9x-fluoro-5«-pregnane-118.17«.21-triol- 
3.20-dione was converted to the corresponding 3$-hydroxy compound. 

In rat liver, cortisone and hydrocortisone are converted to metabo- 
lites of the allopregnane series only, whereas the metabolites of fluoro- 
hydrocortisone are exclusively of the pregnane type. 


Priv.-Doz. Dr. med. H. Schriefers, Bonn, Physiologisch-Chemisches Institut, 
Nufallee 11. 
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Uber Hefe-Aldolase 
Von 
P. Ohimeyer und E, Konig 
Aus dem Leibniz-Kolleg der Universitat Tiibingen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Januar 1961) 


Wenn man Zellreste, die durch Waschen von Trockenhefe entste- 
hen, mit geeigneten Faktoren inkubiert, so geht Alkoholdehydrogenase 
(ADH)* in Lésung. Solche Faktoren sind Orthophosphat und — mit 
stéchiometrischer Wirkung — ATP und DPN®. Die Menge an ATP kann 
in Gegenwart von FDP vermindert werden. Der Vorgang wird durch 
Jodessigsiure gehemmt?. 

Nach dem gleichen Prinzip werden aus Zellresten auch andere 
Girungsfermente, unter ihnen Fructosediphosphat-Aldolase hervorge- 
bracht?; wir sprechen dabei von der ,,Entwicklung“ eines Ferments. 


Methodik 


a) Praparate aus Trockenhefe und Kochsaft sind friiher! beschrieben 
worden. Der Kochsaft wurde auf !/, seines Ursprungsvolumens eingeengt. Fiir die 
Dialyse wurde er auf 1/, konzentriert und gegen das gleiche Volumen Wasser iiber 
mehrere Tage dialysiert; die AuBenflissigkeit wurde benutzt. 

b) Fraktionen aus Kochsaft**. Frakt. M: Zu nicht eingeengtem Koch- 
saft aus 1 kg Backerhefe wurden 0,3 Tle. Methanol gegeben; nach Abtrennung des 
Niederschlags fielen mit weiteren 2,3 Tln. Methanol 3,4 g Substanz, die mit Methanol 
gewaschen und im Vak. getrocknet wurden. Die Fraktion enthielt veraschbares 
Phosphat (1,85% P). 

Frakt. A: Nach successiver Abtrennung von Methanolniederschligen mit 
z.T. betrachtlichem Proteingehalt wurde Frakt. A mit Athanol gefallt. — Zu 
Kochsaft aus 8 kg Hefe (1620 ml = 1 Tl.) wurden, mit Unterbrechung durch Zentri- 
fugieren, nacheinander unter Turbinieren 1,6, 1,8, 1,4, 5,5 Tle. Methanol in sehr 
diinnem Strahl gegeben; aus dem letzten Uberstand fielen mit 9 TIn. Athanol 
23 g Substanz, die mit Athanol gewaschen und im Vak. getrocknet wurden. Die 
Fraktion enthielt veraschbares Phosphat (1,5°/, P) und etwa 0,5°, Protein; sie war 
ohne Verlust der Aktivitait dialysabel. Eine weitere, chromatographische Reinigung 
ist noch nicht gelungen. 

c) Cytolyse von frischer Backerhefe (Fa. Sinner, Karlsruhe): 100 g Hefe 
wurden mit 5 ml m-Xylol in etwa 3 Stdn. bei 37° verfliissigt und dann kalt gestellt. 
Nach einigen Tagen hatten sich die Zellreste abgesetzt; die Menge des Ferments 

* Verwendete Abkiirzungen: ADH = Alkoholdehydrogenase; ATP = Ade- 
nosintriphosphat ; DPN® = Diphosphopyridinnucleotid; FDP = Fructose-1.6-di- 
phosphat; JE = Jodessigsaure. 

** Mitbearbeitet von Dr. W. Kuscha. 

1 Pp. Ohlmeyer, R. Grill u. W. Riissmann, diese Z. 320, 173 [1960]. 

2 Vorliufige Mitteil.: P. Ohlmeyer, Naturwissenschaften 45, 245 [1958]. 
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im Uberstand nahm langsam zu. Die Zellreste wurden mit Wasser, das 15°, Gly- 
cerin enthielt, auf der Zentrifuge gewaschen. Zur Gewinnung eines Trockenpulvers 
wurden sie 2mal mit Wasser nachgewaschen und auf einer Glasplatte ausge- 
strichen. 


d) Homogenisate wurden durch maschinelles Zerreiben der Zellen unter 
Zusatz von Sand erhalten. 

e) Aktivitaétsbestimmung: 1. Phosphat-Methode: Als Ma fir die 
Aldolase-Aktivitaét gilt die Menge alkalisch abspaltbaren Phosphats aus Triose- 
phosphat, die aus Fructosediphosphat in 30 Min. bei 38° enzymatisch gebildet 
wurde. 


5,0 ml Testlésung enthalten: 11,7 wMol Na-FDP, pH 7,0; 15° 0, » Glycerin in 
Wasser; 0,5°, Endkonzentration KCl; 0,3 ml Ferme i Mit 5,0 ml 7proz. 
Trichloressigsiure wird die Reaktion unterbrochen; in 1,0 mi des Filtrats bestimmt 
man das anorganische Phosphat und durch Verseifung (In NaOH, 15 Min., 20°) die 
Summe aus anorganischem und Triosephosphat. In den Tabellen ist Phosphat in 
y P angegeben. 


Die unter diesen Bedingungen ermittelte Menge des alkalilabilen Phosphats 
ist im Bereich von 0—12°%, der Gleichgewichtskonzentration-der Menge des Fer- 
ments praktisch proportional®. 


2. DPN-Methode: Sie beruht auf Zusatz iiberschiissiger Mengen von Triose- 
phosphat-Isomerase und Glycerophosphat-Dehydrogenase. Mit einer Geschwindig- 
keit, die der Aldolase-Aktivitét proportional ist, dehydriert Dihydroxyaceton- 
phosphat das DPNH, dessen Abnahme lichtelektrisch bei 340 my verfolgt wird. 


Die Testlésung4 wird mit 0,5°,, KCl versetzt. Die Konzentration der Ferment- 
praparate stellt man so ein, daB AE, (d. i. die Abnahme der Extinktion zwischen 
der 2. und der 7. Min.) in den Grenzen 0,05 und 0,15 liegt. 


Bei beiden Methoden wird viel KCl zugesetzt, weil unbekannter Salz- 
gehalt von Praparaten falsche Resultate zur Folge haben kann (vgl. Ergebnisse a). 


Die Methoden kénnen fiir einander eintreten: Sooft wir das Verhaltnis der 
Aktivitaéten zweier Fermentpraparate nach beiden Methoden bestimmten, fanden 
wir das Verhaltnis gleich. 

Die Angaben in den Tabellen (yP und 10°AH,) sind umgerechnet; sie ent- 
sprechen, wenn nicht anders vermerkt, der Wirkung eines Praparats, das auf 100 y 
Trockensubstanz Hefe zuriickgeht. 


f) Protein wurde aus Uberstanden mit 1/,, Vol. 50proz. Trichloressigsiure 
gefallt und nach Weichselbaum! bestimmt *. 


g) Inkubationsans&tze zur Fermententwicklung sind bei den Versuchen be- 
schrieben. Nicht iiberall ist angegeben, daB sie 40°/, Glycerin enthielten. Es betrug, 
wenn nicht anders vermerkt, das Volumen 0,2 oder 0,3 ml; pH 6,8—7,0; die Temp. 
37°; die Reaktionszeit 4 oder 7 Stdn. 


Glycerin enthielt der Ansatz zum Schutze des Ferments vor Inaktivierung in 
der Warme. Aus dem gleichen Grunde wurde fiir die Bestimmung mit Glycerin- 
Wasser oder (besser) mit Iproz. Albuminlésung verdiinnt. 


* Ein Teil der Bestimmungen wurde von Dr. I. Kaufmann in diesem In- 
stitut ausgefiihrt. 

3 Vgl. O. Meyerhof u. K. Lohmann, Biochem. Z. 271, 89 [1934]. 

4 Vgl. Arbeitsvorschrift ,,Biochemica Boehringer“ (C. F. Boehringer & Séhne 
GmbH, Mannheim). 

5 T. E. Weichselbaum, Amer. J. clin. Pathol. (Techn. Sect.) 10, 40 [1946]. 
Vgl. ,,Klinisch-chemische Untersuchungsmethoden mit dem Photometer Eppen- 
dorf‘‘, Netheler & Hinz GmbH, Hamburg. 
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Ergebnisse und Diskussion 


a) Aktivierung durch Salz 
Die Testlésung, mit der die Aktivierung der Hefe-Aldolase durch 
Kaliumchlorid gezeigt werden soll, darf selbst nur ein Minimum an Salz 
enthalten. Daher sind die Ansiitze zu Tab. 1 mit gewaschenen Zellresten 
aus Trockenhefe ausgefiihrt. Ein Puffer ist nicht zugegeben. Allein die 
Substratlésung (Na-FDP aus der Bariumverbindung pripariert) enthalt 
Salz. 


Tab. 1. Aktivierung der Aldolase gewaschener Zellreste durch Kaliumchlorid. 
Vgl. Methodik e), Phosphat-Methode. 














KCl (°/o9) — | 0,1 | 0,17] 1,0 | 1,25] 1,67] 2,5 | 3,3 | 5,0 
Akt. (yP) 13 | 1,8 | 2,2 | 3,4 | 5,7 | 7,0 |10,7 | 12,2 | 13,0 


























Durch Kaliumchlorid wird also die Aktivitiit auf das 10fache er- 
héht. Natriumsulfat wirkt im gleichen Sinne, aber deutlich schwiicher. 

Der Vergleich der gewaschenen Zellreste (gebundenes Ferment, vgl. b) mit 
dialysiertem Lebedew-Saft (geléstes Ferment) wurde nach der DPN-Methode vor- 
genommen. In beiden Fallen fanden wir die gleiche Steigerung durch KCI; sie betrug 
aber nur das 5,5fache, weil in diesem Test mehr Salz vorgegeben ist, z. B. mit der 
Suspension der Hilfsfermente in Ammoniumsulfat. 


Die Aktivitiit von Aldolase in einem waBrigen Extrakt aus Frosch- 
muskulatur wird von 0,5°% Kaliumchlorid nicht beeinfluBt. 


b) Versuche mit Trockenhefe 

In den Versuchen mit ADH war festgestellt worden, daB die ge- 
waschenen Zellreste aus Trockenhefe (gebundene) Aktivitit besitzen?. 
So ist es auch bei Aldolase. Werden derartige Zellreste nun mit Kochsaft 
und FDP inkubiert, dann tritt — unbeschadet der gebundenen Aktivi- 
tit — Ferment mit gleicher oder gréBerer Aktivitaét in Lésung auf. 
Tab. 2 gibt die Verhiltnisse mit Zellresten wieder. Sie zeigt weiterhin, 
daB auch die aus Kochsaft gewonnene Methanolfraktion wirksam ist, 
wihrend verdiinnter Kochsaft (mit 50 y DPN®), verstirkt durch ATP 
und Phosphat, die volle Entwicklung — anders als im Falle der ADH — 
nicht erreicht. 

Man ersieht aus Tab. 2, daB, wihrend geléstes Ferment bei der 
Inkubation zunimmt, gebundenes Ferment nicht abnimmt. Uber die 
Wirkung einzelner Faktoren geht Genaueres aus dem nichsten Ab- 
schnitt hervor. 

c) Versuche mit cytolysierter Hefe; 
Entwicklung von Protein 

Vier Cytolysate, die nach der Bereitung etwa 8 Tage in der Kalte 
gestanden hatten, wurden nach der DPN-Methode gepriift und gaben 
fiir die gewaschenen Zellreste im Mittel von 14 Messungen A F, = 0,075. 
Die Zellreste wurden gemif Tab. 3 mit verschiedenen Faktoren inku- 
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biert. Gemessen wurden immer die Suspensionen, meistens auch deren 
Zentrifugen-Uberstinde. Die gebundene Aktivitét der aus der Inku- 
bation wieder hervorgehenden Zellreste ergibt sich dann als Differenz; 
fiir deren Mittelwertsbestimmung ist die Zahl der Ansitze (in Klammern 
angegeben) beriicksichtigt. 


Tab. 2. Entwicklung von Aldolase aus gewaschenen Zellresten von Trockenhefe. 
2 uMol FDP; zur Frakt. M vgl. Methodik b); 500 y ATP; 13,3 u.Mol Phosphat; 
in 0,1 ml Kochsaft (auf Ursprungskonzentration bezogen 1:3,5 verdiinnt) ~50 y 
DPN®; 30 mg Trockenhefe. Wegen der Inkubationsbedingungen vgl. Methodik g). 



































ohne Inkubation mit FDP und weiteren Zusatzen: 
yg = 5 mg 10mg_ | Kochsaft 7 
tion Frakt.M|Frakt.M| 3:1  |aTp,Po3e 
| Suspension | 16,6 | 21,6 26,8 32,6 38,4 26,6 
Akti- 
vitat Uberstand 0 7,4 9,6 14,6 — — 
(yP) ian 
Sediment 16,6 | 14,2 17,2 18 — — 
(ber.) 


Tab. 3. Aldolase-Entwicklung aus Zellresten von cytolysierter Hefe. 13,3 «Mol 
Phosphat; 1,5 uMol FDP; 2mg ATP; 200 y DPN®; 6 mg Frakt. M; 0,1 ml Kochsaft; 
Zellreste aus 100 mg Frischhefe. 




















Aktivitat (10°4E;,) 
Zusatze 
Suspension Uberstand Zellreste (ber.) 

WPM sols. Sn 5) en 66 (9) — — 
FRIES 102 (14) 34 (10) 68 (10) 
ss oy igs 23 94 (4) 28 (2) 66 (2) 
LA: Cr 111 (3) 44 (3) 67 (3) 
ATP, DPN®, PO... 127 (13) 23 (7) 105 (7) 
PO?, Frakt.M... . 162 (4) 112 (4) 50 (4) 
FDP, Frakt.M.... . 255 (3) - = 
Kochsaft ....... 270 (20) 180 (12) 90 (12) 
Kochsaft-Dialysat . . . 303 (2) — — 





Mittelwert: 80 (38) 


Tab. 3 lehrt das Folgende: 1. Die Zellreste im Cytolysat enthalten 
ebenso wie diejenigen aus Trockenhefe gebundene Fermentaktivitiat; 
2. aus ihnen bringt Kochsaft das Doppelte der Aktivitaét in Lésung; 
3. durch diesen ProzeB ist die gebundene Aktivitit der Zellreste nicht 
erniedrigt worden (4 EZ; vorher 0,075, nachher 0,080), Ferment tritt 
in Lésung also nicht auf Kosten des gebundenen auf; 4. nur wenn das 
System Kochsaft oder die aus ihm gewonnene Fraktion und FDP ent- 
halt, tritt volle Entwicklung ein, also jener Vorgang, den wir chemisch 
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deuten, da er (s. u.) chemisch hemmbar ist, nicht etwa physikalisch, da 
er zudem bei Inkubation mit Wasser und Salzlésung wie Phosphat 
kaum erfolgt. 


Der nachste Versuch zeigt (Tab. 4), daB die reinere Kochsaftfrak- 
tion A (vgl. Methodik b) wirksam, aber zu maximaler Entwicklung allein 
nicht imstande ist. Hier sind je 20 mg des Trockenpulvers aus Cytolysat- 
resten (vgl. Methodik c) in drei Versuchsgruppen mit Kombinationen 
von Faktoren inkubiert worden. Das Priparat hat den Vorzug der Halt- 
barkeit; die bei der Herstellung entstehenden Verluste beeinflussen 
nicht die Deutlichkeit der Effekte. 


Tab. 4. Bedeutung einzelner Faktoren fiir die Fermententwicklung aus getrockneten 
Cytolysatresten. Doppelte Ansitze; Bestimmung der Aktivitat in den Uberstanden 
nach Inkubation. 1 ~Mol FDP; 13,3 uMol Phosphat; 85 y ATP; 50 y DPN®. 

















Zusatze Aktivitat 
Fpp | pos | ate | DpNe | Frakt. A (mg) | (10°425) 
a at — = a 0 5 
Fi in sa + 0 16 
+ = i 4. — 0 17 
‘ ‘ + + 0 15 
. 4 + ri 2,0 31 
=: AL 7 10,0 44 
+ + Lt = 15,0 46 
" pas & % 10,0 24 
ate — ao + 10,0 27 
4 4 ae + 10,0 39 
ae Bt + — 10,0 27 




















In Tab. 4 zeigt Gruppe a die geringe Wirkung der Faktoren ohne 
Frakt. A; Gruppe b die quantitative Wirkung von A; Gruppe c ergibt, 
da das Maximum die Anwesenheit aller Faktoren neben A verlangt. 


Da infolge von Entwicklung Ferment in Lésung auftritt, ist zu 
erwarten, daf in der Fermentlésung Protein gefunden wird. Wir finden 
viel Protein, wo viel Ferment, wenig, wo wenig entwickelt wird. Die 
genaueren Verhiltnisse lassen sich nur mit Faktoren studieren, die selbst 
kein Protein oder sehr wenig mitbringen, ferner nur dann, wenn mit 
Zellresten gegebenes Fremdprotein vor dem EntwicklungsprozeB bis auf 
ein Minimum entfernt ist. Wir erfiillen diese Bedingungen, indem wir 
frische Zellreste aus einem Cytolysat mit Phosphat waschen, mit den 
schwach wirksamen Faktoren vorinkubieren und schlieBlich durch Zu- 
satz der fast proteinfreien Frakt. A die Entwicklung herbeifiihren 
(Tab. 5). 
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Aus einem 12 Tage alten Cytolysat entstand durch 3stdg. Suspendieren in 
100 Vol. 15proz. Glycerin-Wasser in der Kalte ein Praparat von Zellresten; es 
wurde in 20° Vol. 25proz. Glycerin-Wasser, das mit Phosphatpuffer von pH 6,8 
auf die Konzentration 0,17 Mole Phosphat/Liter gebracht war, suspendiert und fiir 
12 Stdn. kalt gestellt. Niederschlige auf der Zentrifuge, die 1 g Frischhefe ent- 
sprachen, wurden 7 Stdn. vorinkubiert mit 1,0 m/ 0,02m FDP, 0,2 ml 0,67m 
K-Phosphatpuffer, pH 6,8, 0,8 mi Glycerin, 800 y DPN® und 400 y ATP; sie 
wurden mit 50 ml 15proz. Glycerin- Wasser gewaschen und geméB Tab. 5 nochmals 
15 Stdn. in Gegenwart von Glycerin mit verschiedenen Faktoren inkubiert. Fir die 
vergifteten Ansitze wurden die Niederschlage vor der zweiten Inkubation mit 
0,4 ml 0,1m Jodessigsaéure 30 Min. bei 22° aufbewahrt. Im letzten Ansatz der Tab. 5 
ist Frakt. A zur Kontrolle ihres Proteingehalts nach der Inkubation, vor der Akti- 
vitaétsmessung, zugesetzt worden. Der AE-Messung in den Uberstanden liegen je 
4 parallele, kleinere Ansatze, der Proteinbestimmung ohne Jodessigsaéure je 2 An- 
sitze zugrunde. Es ist die Proteinmenge angegeben, die auf 100 mg Frischhefe 
zuriickgeht. 

Fir die Berechnung des Verhiltnisses Aktivitat/Protein (letzte Spalte) wird 
angesetzt, daB das bei Jodessigsiurevergiftung auftretende Protein (34 y) als 
Blindwert (Fremdprotein) zu behandeln sei. Ferner wird der von Frakt. A gegebene 
Betrag (= 35 y; Mittel aus 280—230 = 50 y und 54—34 = 20 y) als Blindwert 
abgezogen. 


Tab. 5. Entwicklung von Ferment und von Protein aus frischen Zellresten cytoly- 

sierter Hefe, die mit Phosphat gewaschen und vorinkubiert waren; Hemmung 

durch Jodessigséure. Die Faktoren bei der Vorinkubation sind im Text angegeben; 

in dieser Tabelle sind nur die Faktoren im Entwicklungsansatz (Mengen wie in 
Tab. 4) aufgefiihrt. 






































™ Aktivitat Protei : 
Zusatze (1 O8AE.) “a 10° AE; /y Protein 
FES 
FDP a7 81 a 
i” aa 
30 
— 30 230 ee 
230—34 — 
FDP + JE A 34 —_ 
PO? + 
ATP + 10 mg A 71 461 atone Midis ite 
DPN® 461—34—35 
10mg A JE ~0 54 — 
10 mg A n. Inkub. —_ 280 —- 





Aus Tab. 5 geht hervor, daB Fermententwicklung und Proteinent- 
wicklung einander gut entsprechen. Wenn die Quotienten Aktivitat/Pro- 
tein fiir die verschiedenen, vom System abhingenden Gehalte der Uber- 
stinde iibereinstimmen, so heiBt es natiirlich nicht, daB nur das Protein 
Aldolase entwickelt worden wire. Wir kénnen nur sagen, da an dieser 
Proteinentwicklung unsere Faktoren beteiligt sind. 

- Ferner besagt Tab. 5, daB Jodessigsiiure die Hemmung ausiibt, 
die schon bei der Entwicklung von ADH aus Trockenhefe gefunden 
worden war. 








Bd. 
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d) Versuche mit homogenisierter Hefe 


Strukturteile aus mechanisch homogenisierter, frischer Bicker- 
hefe zeigen ebenfalls Fermententwicklung; aber die Zahlen sind nicht 
dieselben wie im Ansatz mit Cytolysatresten. In 7 Parallelversuchen 
mit Hefe, die im Anschlu8 an Gartitigkeit homogenisiert wurde, fanden 
wir die Werte der Tab. 6, die zum Vergleich mit cytolysierter Hefe auch 
deren Werte enthilt. 

Tab. 6. Aldolase aus Strukturteilen homogenisierter Hefe; Vergleich mit Struktur- 


teilen aus Cytolysat. In der Inkubation sind alle Faktoren gemaB Tab. 4 eingesetzt; 
Angaben in 10° AEZ;. 




















a b c 
Uberstand Strukturteile Strukturteile a+ ec 
inkubiert 
Homogenisat . . 678 21 81 759 
Cytolysat ... 209 75 270 479 


Wir bemerken, daB der Maximalwert des Cytolysats gegeniiber dem 
des Homogenisats tiefer liegt; das mag mit Alterung zu erkliren sein. 
Wir bemerken ferner, daf Strukturteile nach Cytolyse viel mehr 
Ferment hervorbringen; das ist anscheinend eine Wirkung des Nar- 
kotikums Xylol. Wir sind im Begriff zu priifen, wie weit die Struktur 
auch zellphysiologisch fiir geléstes Ferment von Bedeutung ist. Was 
wir im Falle der ADH dariiber schon wissen, wollen wir in Kiirze mit- 
teilen. 

e) Versuche mit Uberstanden 


Bislang wurden nur Versuche beschrieben, in denen feste Zellbe- 
standteile Fermentaktivitét hervorbringen. Es ist aber mit hinreichend 
groBen Versuchsreihen leicht zu zeigen, da auch Uberstinde auf der 
Zentrifuge gewonnen werden k6énnen, die in der Inkubation an Aktivitiit 
zunehmen. Drei verschiedene Praparate fanden wir, die diesen Effekt 
mit Aldolase geben (Tab. 7): 


A. Bei etwa —2° wurde 1 g feinkérnige Trockenhefe mit 3 ml 0,02m FDP 
verriihrt (Praparat A «); in 2 Parallelversuchen enthielt die FDP-Lésung 0,17m 
NaF (A f) bzw. 0,01m Jodessigsiure (A y); nach 1 Stde. (bei alteren Trockenhefen 
nach mehreren Stdn.) wurde bei etwa 5000 x g in der Kalte zentrifugiert; der 
Uberstand wurde a) sofort, b) nach Istdg. Aufbewahrung bei 37° auf seine Aktivitat 
geprift. Im Test nach der Phosphat-Methode war hier kein KCl zugesetzt, denn fiir 
die Inkubation wurde kein Salz eingebracht, das die Bestimmung des Verhiltnisses 
hatte stéren kénnen. Hierdurch und durch Absehen von der quantitativen Be- 
ziehung zur Trockensubstanz weichen wir in den folgenden Angaben (fiir 0,01 ml 
Uberstand) von denen der Tab. 1—6 ab. 

B. Ein 2—6 Tage altes, kaltes Cytolysat wurde 10 Min. bei etwa 5000 x g 
in der KAlte zentrifugiert; der Uberstand wurde a) sofort auf seine Aktivitat ge- 
prift, b) vor der Priifung inkubiert: 0,1 ml Uberstand, 0,1 mi Glycerin, 0,1 ml 
Kochsaft 90 Min. bei 37°. Bestimmung nach Phosphat- und DPN-Methode, beide 
mit KCl; keine Beziehung zur Trockensubstanz; Angaben fiir 0,1 mi Uberstand. 
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C. Zellreste aus 6 mi eines 24 Stdn. alten, kalten Cytolysats wurden 2mal 
mit 15proz. Glycerin-Wasser auf der Zentrifuge gewaschen; das Sediment wurde 
mit 1,5 ml Glycerin-Wasser 2—3 Tage bei 0° aufbewahrt; der Uberstand nach 
Zentrifugieren in der Kalte wurde a) sofort auf seine Aktivitat gepriift, b) vor der 
Priifung inkubiert: 0,3 ml Uberstand mit 0,1 m/ 0,02m FDP 60 Min. bei 37°. Hier 
unterscheidet sich b) von a) durch den Gehalt an FDP; der Ester ist aber nach der 
Verdiinnung fiir den Test so niedrig konzentriert, da die Phosphat-Methode ohne 
KCl angewandt werden konnte. 


Tab. 7. Anstieg der Fermentaktivitat in Lésung. a = vor, b = nach der Inkubation. 
Beschreibung im Text. 



































A 
= : B C 
Praparate om B (NaF) | y (JE) 
b a b a b a b a b 
Zahl der Ansitze . . 6 6; 14 14] 5 5 8 8 7 7 
10 10 

Aktivitat (yP). . . {108 145 j112 127 | 96 95] 46,5 63,5] 31 60 
Aktivitat (10°4H;) . —- —|]-—- —-|— - {1880 2460 |— — 
Anstieg in der Inku- 
bation (°/, ; Phosphat- 34 13 0 37 93 
Methode) ..... z 





Die Aktivitatsanstiege in diesen (fiir das Auge klaren) Uberstiinden 
A, B und C gema8 Tab. 7 sehen wir in Zusammenhang mit einer Fer- 
mententwicklung. Die Beziehung ist méglich, denn die drei Priparate 
hatten Kontakt mit Zellresten und enthielten mit Sicherheit kochbe- 
stiindige Faktoren aus der Zelle. Sie ist auch wahrscheinlich, denn die 
Hemmung durch Fluorid und durch Jodessigsiiure ist auf einen che- 
mischen Vorgang zu beziehen; fiihrt dieser zu héherer Fermentaktivitit, 
dann liegt am nichsten die Deutung, da an der Entwicklung zwei 
Reaktionen beteiligt sind: eine ,,Horizontal‘‘-Reaktion, in der Struktur- 
teile die zum Aktivititsanstieg befihigte Substanz in Lésung schicken, 
und eine ,,Vertikal‘‘-Reaktion, in der dieser Anstieg dann erfolgt. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir die Férderung 
dieser Untersuchung; Frau H. Lange, Fraulein K. Dieter und Frau U. Forst- 
meyer fiir Hilfe bei der Ausfiihrung der Versuche. 


Zusammenfassung 


Hefe-Aldolase — nicht aber Muskel-Aldolase — wird durch Salz- 
zusatz (Kaliumchlorid) auf das Vielfache aktiviert. 

Das Ferment wurde — nach dem bei Alkoholdehydrogenase ge- 
fundenen Prinzip — aus groben Strukturteilen von getrockneter, cytoly- 
sierter und homogenisierter Hefe ,,entwickelt‘‘, d. h. es trat zur struktur- 
gebundenen Aktivitait das Mehrfache als geléstes Ferment hinzu. Der 
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Vorgang verlangt neben Fructose-1.6-diphosphat, Adenosintriphosphat, 
Diphosphopyridinnucleotid und Phosphat eine aus Kochsaft darstellbare 
Fraktion. In dem MaBe, in dem Strukturteile aktives Ferment an die 
Lésung abgeben, tritt Protein in der Lésung auf. 

Jodessigsiure unterdriickt diesen Vorgang und hemmt ebenso Akti- 
vitiitsanstiege, die in Ubersténden von Strukturteilen zu beobachten 
sind. 


Summary 


Yeast aldolase, but not muscle aldolase, is activated several fold 
by potassium chloride. 

The enzyme was ,,developed“ from coarse structural components 
of dried, cytolysed and homogenised yeast (the same principle used with 
alcohol dehydrogenase) i.e., in addition to the structurally bound 
activity a soluble enzyme appeared with an activity several fold that of 
the structurally bound enzyme. Besides fructose-1,6-diphosphate, aden- 
osine triphosphate, diphosphopyridine nucleotide and phosphate, the 
process also requires a fraction obtained from boiled yeast extract. 
With the release of active enzyme from structural compoments into 
solution there is a corresponding solubilization of protein. 

Iodoacetate suppresses this process and also inhibits the increase 
of activity, which can be observed in the supernatant of the structural 
components. 


Prof. Dr. P. Ohimeyer, Leibniz-Kolleg der Universitat, Tiibingen, Brunnen- 
straBe 34. 


Hoppe-Seyler‘s Zeitschrift f. physiol. Chemie, 324 14 
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Synthese des DL-Imidazolyl-glycins und einiger Derivate 
Von 
Friedhelm Schneider 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Tiibingen 
(Direktor: Prof. Dr. Dr. G. Weitzel) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 27. Januar 1961) 


In einer Arbeit ,,Uber den Nachweis organischer Basen im Harn‘ 
beschrieb Engeland?! 1908 die Isolierung eines Pikrolonates aus dem mit 
Quecksilberchlorid erhaltenen Niederschlag von menschlichem Harn. 
Dieses Pikrolonat (Schmp. 244°) gab nach Zerlegen mit Salzsiure eine 
positive Pauly-Reaktion, war aber nicht identisch mit dem Pikrolonat 
des Histidins. Engeland schrieb dieser Pauly-positiven Verbindung auf 
Grund der C-, H- und N-Analyse des Pikrolonats die Struktur eines 
niedrigeren Homologen des Histidins, eines Imidazolyl-glycins, zu. 

Um die Identitit dieser Verbindung zu sichern, stellte Stewart? 
das Imidazolyl-glycin durch Strecker-Synthese* dar, ohne allerdings ein 
reines Produkt zu erhalten. Er beschreibt die Darstellung und Eigen- 
schaften eines Pikrolonats vom Schmp. 243°, das méglicherweise mit dem 
von Engeland isolierten Produkt identisch war. 

Im Rahmen unserer Untersuchungen iiber Imidazol-Kérper und 
deren Metallbindungsvermégen‘ arbeiteten wir eine neue Synthese des 
Imidazolyl-glycins aus. Wir beschreiben in dieser Arbeit die Darstellung 
des chromatographisch und analytisch reinen, kristallinen DL-Imi- 
dazolyl-(4)-glycins sowie einige seiner Derivate. Uber die Ergebnisse 
der potentiometrischen Titrationen dieser Verbindungen sowie tiber ihr 
Metallbindungsvermégen berichteten wir bereits®. Als Ausgangsprodukt 
der Synthese dient das 4-Hydroxymethyl-imidazol-hydrochlo- 
rid, das nach Totter und Darby® durch Kondensation von Fructose, 
Ammoniak und Formaldehyd in Gegenwart von Kupferionen in guten 
Ausbeuten erhalten wird. Man fiihrt das Hydrochlorid nach Turner und 
Mitarbeiter’ in die Base iiber. Durch Oxydation des Hydroxymethyl- 


1 R. Engeland, diese Z. 57, 49 [1908]. 

2 C. P. Stewart, Biochem. J. 17, 130 [1923]. 

8 A. Strecker, Liebigs Ann. Chem. 75, 30 [1850]. 

4 G. Weitzel, F. Schneider, A.-M. Fretzdorff u. H.-E. Heyke, diese Z. 
307, 14 [1957]; G. Weitzel, F. Schneider u. A.-M. Fretzdorff, ebenda 307, 
23 [1957]. 

5 G. Weitzel, W. Schaeg u. F. Schneider, Liebigs Ann. Chem. 682, 124 
[1960]; W. Schaeg u. F. Schneider, diese Z. in Vorbereitung. 

6 J. R. Totter u. W. J. Darby, Organ. Syntheses 24, 64 [1944]. 

7 R. A. Turner, Ch. F. Huebner u. C. R. Scholz, J. Amer. Chem. Soe. 71, 
2801 [1949]. 
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imidazols mit konz. Salpetersiure nach Pyman§ erhalt man in etwa 
50proz. Ausbeute Imidazol-aldehyd-(4) (Verb. I). Stewart? ver- 
suchte daraus nach Strecker das Aminonitril darzustellen, konnte es 
aber aus der Reaktionsmischung nicht isolieren. Wir wiederholten die 
Versuche von Stewart und erhielten bei der Umsetzung von Aldehyd, 
Kaliumcyanid und Ammoniumchlorid in waiBriger Lésung hoher Kon- 
zentration eine tief braun gefirbte Lésung, die ein Gemisch mehrerer 
Pauly-positiver Substanzen enthalt, wie die papierchromatographische 
Priifung zeigte. Hydrolysiert man dieses Gemisch mit konz. Salzsiure, 
so kann man daraus durch Fallen mit Silbernitrat ein Produkt isolieren, 
das sich bei chromatographischer Priifung nicht einheitlich verhalt. 

Da man somit iiber das Aminonitril nicht zu reinem Imidazolyl- 
glycin kommt, stellten wir aus Imidazol-aldehyd-(4) (I), Kaliumceyanid 
und Ammoniumcarbonat nach Bucherer® das 5-[Imidazolyl-(4)]- 
hydantoin (II) dar. Auf diesem Wege ist es méglich, ein reines, kristal- 
lines Zwischenprodukt zu isolieren. Man erhilt die in Wasser schwer- 
lésliche Verbindung II in 50proz. Ausbeute. Sie ist chromatographisch 
einheitlich und gibt mit Pauly-Reagenz eine positive Reaktion. Aus dem 
Hydantoin (II) erhilt man durch saure Hydrolyse das Imidazolyl- 
glycin (III). 








* 
== CHO _— == —UH—CO—NH, 
| ets | 

HN N (NH).CO; | HN NHN—CO,H 
I 
—HN N WH 120° N N NH, 
of ee i sil 
“ H ! III 


Fiir das 5-[Imidazolyl-(4)]-hydantoin (II) sind zwei Formeln 
moglich, in denen der Imidazolring mit dem Hydantoin Wasserstoff- 
briicken ausbildet, die zur Entstehung eines dritten Fiinf- oder Sechs- 
ringes fiihren. Auf diese Méglichkeiten soll hier nicht naiher eingegangen 
werden!?®, 

Das IR-Spektrum des Hydantoins (aufgenommen in KBr) zeigt 
die assoziierte Amidbande der -NH-CO-NH-Gruppe bei 3250 cm—', sowie 
eine starke, breite Absorption bei 1725 cm~, die dieser Gruppe zu- 
geordnet wird!!. Daneben tritt eine NH-Schwingung bei 3420 cm~ auf, 
ferner Banden bei 1575 em-! und 1505 cm-}. 


8 F. Pyman, J. chem. Soc. [London] 109, 191 [1916]. 

® H. Th. Bucherer u. W. Barsch, J. prakt. Chem. [2] 140, 291 [1934]. 

10 Vgl. dazu M. Viscontiniu. H. Raschig, Helv. chim. Acta 42, 570 [1959]. 

1 L. J. Bellamy, Ultrarot-Spektrum und Chem. Konstitution, Verlag Stein- 
kopff, Darmstadt 1955. 
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Wie unsere Hydrolyse-Versuche zeigten, besitzt das Hydantoin die 
bei dieser Verbindungsklasse bekannte grofe Stabilitét gegen Sauren 
und Basen. Nach 26- bis 30stdg. Erhitzen mit 60proz. Schwefelsiure auf 
120° 12 lieB sich jedoch im Papierchromatogramm nur noch ein sehr ge- 
ringer Rest des Ausgangsproduktes in der Reaktionslésung nachweisen. 
Man entfernte die Schwefelsiiure durch Bariumhydroxyd und dampfte 
das Filtrat ein. Durch Lésen in heiBem Wasser und Zugabe von Alkohol 
wurde das rohe Imidazolyl-glycin umkristallisiert. Die Verbindung gibt 
eine positive Reaktion mit Ninhydrin (griingelb) und mit Pauly-Reagenz; 
die Knoop-Reaktion?® fallt negativ aus, wie schon Stewart? feststellte. 
Die Identifizierung des Imidazolyl-glycins erfolgte durch die C-, H-, N- 
Analysen, durch die Rr-Werte in zwei verschiedenen Lésungsmittel- 
systemen, durch Bestimmung der pK-Werte und des Aquivalent- 
gewichtes mit Hilfe potentiometrischer Titration und durch das Infrarot- 
Spektrum. 

Die IR-Aufnahme zeigt die breite -NH?-Valenzschwingung bei 
3100cm-1. Die -NH$-Deformationsschwingung (-NH$-Aminosiure- 
bande I) ist infolge der breitenAbsorption der ionisierten Carboxylgruppe 
bei 1600cm- nur schwach ausgebildet. Die -NHf-Deformations- 
schwingung (-NH$-Aminosiiurebande II) tritt bei 1510cm-! auf. 
Weitere Banden der ionisierten Carboxylgruppe liegen bei 1410 cm 
und 1549%em-!. Auch die bei vielen Aminosiuren beobachteten™ 
schwachen Banden bei 2150 cm~! sowie bei 2575 cm~ sind beim Imida- 
zolyl-glycin zu finden. 

Bei der alkalischen Hydrolyse des Hydantoins z. B. mit Barium- 
hydroxyd erhilt man auBer dem gesuchten Produkt immer ein zweites, 
das in 5—10proz. Ausbeute entsteht, wie man im Papierchromatogramm 
erkennt. Diese zweite Verbindung besitzt einen gréBeren Rr-Wert als 
das Imidazolyl-glycin, gibt eine positive Pauly-Reaktion, reagiert aber 
nicht mit Ninhydrin. Uber ihre chemische Natur besitzen wir noch keine 
Klarheit. 

Das Imidazolyl-glycin liBt sich sehr schwer verestern. Die besten 
Ergebnisse erhilt man, wenn man die Suspension in Methanol mit Salz- 
siure sittigt, wobei alles in Lésung geht, und 24 Stdn. bei Zimmer- 
temperatur stehen liBt. Danach verdampft man im Vak. bis zur Trockne 
und wiederholt diese Prozedur 4—5mal. Man kristallisiert um durch 
Lésen in heiBem Methanol und Zugabe von Ather. Das so erhaltene 
Esterdihydrochlorid ist chromatographisch rein. — Durch Umsetzung 
mit Keten in wiBriger Lésung haben wir das V-Acetyl-imidazolyl-glycin 
dargestellt. 

Mit der Trennung des DL-Imidazoly]-glycins in die optischen Anti- 
poden, sowie mit der Synthese weiterer Derivate sind wir beschiftigt. 


——" 





122 H.R. Henze und R.J. Speer, J. Amer. chem. Soc. 64, 522 [1942]; 
H. R. Henze u. A. F. Isbell, ebenda 76, 4152 [1954]. 
18 F. Knoop, Beitr. chem. Physiol. Pathol. 11, 356 [1908]. 
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Beschreibung der Versuche 


Imidazol-aldehyd-(4) (I) wurde nach }. c.?) § aus 4- pdivayeethet- 
imidazol-hydrochlorid® (Schmp. 105—107°) ‘iiber die freie Base? (Schmp. 91°) 
durch Oxydation mit konz. Salpetersiure in etwa 50proz. Ausb. erhalten. Schmp. 
170—172°. 

Semicarbazon: Schmp. 223—225° (Lit.4: Schmp. 223—224°). 

Thiosemicarbazon: Schmp. 202—203°. 

Oxim: Schmp. 182—183° (Lit.1%: Schmp. 183—184°). 
5-[Imidazolyl-(4)]-hydantoin (II): 1g Imidazol-aldehyd-(4), 
Kaliumcyanid und 14g Ammoniumcarbonat wurden in 100 ml 50proz. Kebandl 
8 Stdn. auf 58—60° erhitzt, wobei sich die Lésung braun farbt. Am Ende der Reaktion 
wurde im Vak. auf die Halfte eingedampft und im Kuthlschrank aufbewahrt. Das 
ausgefallene braune Produkt wurde abfiltriert, mit Wasser, danach mit Athanol ge- 
waschen. Die Ausbeuten schwankten bei den Ansitzen. Sie betrugen maximal 50%. 
Umkristallisiert wurde durch Lésen in 2n HCl, behandeln mit Aktivkohle und neu- 
tralisieren mit Ammoniak oder Natriumcarbonatlésung. Bewahrt man die Lésung 
in der KAlte auf, so kristallisiert das Hydantoin aus. Die Kristalle besitzen keinen 
scharfen Schmp.; ab 253° erfolgt Braunfarbung und Zersetzung; bei 262° ist alles 
geschmolzen. Die Verbindung reagiert positiv mit Pauly-Reagenz, mit Ninhydrin 

negativ. 
C,H,N,O, (166,1) Ber. C 43,3 H3,6 N 33,7 
Gef. C 43,1 H3,7 N 32,7 


Zur Analyse wurde 24 Stdn. bei 120° iiber P,O, im Vak. getrocknet. 


Ry1 0,67; R11 1,76 (Papierchromatographische Wanderungsgeschwindigkeiten, 
bezogen auf Histidin Ry = 1, in den Lésungsmittelsystemen I: Butanol/Kisessig/ 
Wasser 4:1:1 und II: Pyridin/Wasser 65:35.) 


pDL-Imidazolyl-(4)-glycin (III): 2g 5-[Imidazolyl-(4)]-hydantoin 
wurden mit 25 ml 60proz. Schwefelsiure 26 Stdn. auf 120° erhitzt, wobei alles in 
Losung ging. Man verdiinnte mit 75 ml Wasser und fallte in der Warme mit heiBer 
Bariumhydroxydlésung die Schwefelsaure sorgfaltig aus. Man trennte das Barium- 
sulfat ab, wusch sorgfaltig mit hei8em Wasser nach und dampfte die Lésungen im 
Vak. auf ein kleines Volumen ein. Dann priifte man in einem kleinen Anteil noch- 
mals mit Schwefelséure auf Barium und mit Bariumhydroxyd auf Schwefelsaure, 
klarte mit Kohle und dampfte weiter bis zur beginnenden Kristallisation ein. Man 
trennte ab und kristallisiert aus hei8em Wasser durch Zugabe von Athanol aus. 
Schmp. 225°; Braunfarbung ab 220°. 


C;H,N,0, (141,1) Ber. C42,5 H5,0 N29,8 
Gef.* (42,4 H5,1 N30,0 


Zur Analyse wurde 24 Stdn. bei 120° iiber P,O, im Vak. getrocknet. 


Rut 0,65: Ryu 0,83 
pkK** COOH: 1,87; pK NH,: 9,12; pK Pyr.-N: 4,62. 


pL-Imidazolyl-(4)-glycin-methylester-dihydrochlorid: 400 mg pL- 
Imidazolyl-(4)-glycin wurden in 30 mi Methanol suspendiert und bis zur Satti- 
gung Chlorwasserstoff eingeleitet. Man lie8 24 Stdn. bei Zimmertemperatur stehen 
und dampfte im Vak. zur Trockne ein. Nach viermaliger Wiederholung dieser Pro- 
zedur léste man in der Warme in wenig Methanol und gab bis zur beginnenden 
Triibung Ather zu. Beim Aufbewahren im Kiihlschrank kristallisierte der Ester aus. 
Schmp. 152—154° unter Aufschéumen. 


* Die in 1. c.5 angegebene Analyse bezieht sich auf das Monohydrat. 
** Die Bestimmungen der pK-Werte wurden von Herrn Dr. Schaeg durch- 


gefiihrt. 
14 W. Hubbal u. F. Pyman, J. chem. Soc. [London] 1928, 21. 
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C,H,N,0, - 2 HCl- CH,OH (260,2) Ber. C 32,3 H5,8 N16,1 (127,3 
Gef. (32,0 H5,8 N16,3 C127,5 


Rut 0,93; Rar 1,66 pK NH,: 6,97; pK Pyr.-N: 3,42. 


N-Acetyl-imidazolyl-(4)-gly cin: 200mg Imidazolyl-(4)-glycin 
wurden in 20 ml Wasser geldst und 40 Min. ein kraftiger Strom von Keten in die 
Lésung geleitet. Man dampfte im Vak. zur Trockne ein und lieB den oligen Riick- 
stand im Exsikkator iiber Natriumhydroxyd stehen. Beim Behandeln mit absol. 
Athanol wurde das © fest und aus Athanol umkristallisiert. 


Schmp. 139—141° Zers. 
C,H,N,0, (183,1) Ber. N 23,1 Gef. N 22,9 
Ry 1,43; Rar 1,46 pK COOH: 1,91; pK Pyr.-N: 6,18. 
Pikrolonat: 141 mg Imidazolyl-(4)-glycin wurden in 4 ml Wasser gelost 
und eine Lésung von 264 mg Pikrolonsaure in 5 m/ Athanol zugesetzt. Beim Auf- 


bewahren im Eisbad erfolgte Kristallisation. Es wurde dreimal aus Wasser um- 
kristallisiert. 


Schmp. 238°. 
C,;H,N,0, - Cjp)H,N,O; (405,3) Ber. N 24,2 Gef. N 24,4 


Zusammenfassung 


Die Synthese des DL-Imidazolyl-(4)-glycins wird beschrieben: Man 
geht aus vom Imidazol-aldehyd-(4), isoliert als Zwischenprodukt das 
5-[Imidazolyl-(4)]-hydantoin und fiihrt dieses durch Hydrolyse mit 
Schwefelsiure in das DL-Imidazoly]-(4)-glycin iiber. 

Als Derivate des Imidazolyl-(4)-glycins werden das Pikrolonat, das 
Methylester-dihydrochlorid und die N-Acetyl-Verbindung beschrieben. 

Die pK-Werte des imidasolyt -(4)-glycins und der Derivate werden 
mitgeteilt. 


Summary 


DL-Imidazolyl-4-glycine has been synthesised from imidazolyl-4- 
aldehyde. The latter is converted to the intermediate 5-(imidazolyl-4)- 
hydantoin, which is isolated and hydrolysed to DL-imidazolyl-4-glycine 
with sulphuric acid. 

The picrolonate, the methylester-dihydrochloride and the N-acetyl 
derivative of imidazolyl-4-glycine are described. 

The pK values of imidazolyl-4-glycine and its derivatives are given. 


Dr. Friedhelm Schneider, Physiologisch-Chemisches Institut der Uni- 
versitat Tiibingen. GmelinstraBe 8. 
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Zur Kenntnis des Siif{mandelemulsins 
Von 
Burckhardt Helferich und Traute Kleinschmidt 
Aus dem Chemischen Institut der Universitit Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 30. Januar 1961) 


In friiheren Arbeiten ist die Anreicherung der /-D-Glucosidase des 
SiiBmandelemulsins bis zu einem #-Glucosidase-Wert (f-Gl.-W.) von 
etwa 15 beschrieben worden!. Dabei kamen Zinksalze, Silbersalze, 
Kohle, Tannin u. a. zur Verwendung. 

In den Dissertationen von Baumann? und Bormann?® wurde 
durch Elektrophorese der f-GI.-W. bis auf 26 gesteigert. Zu einem ahn- 
lichen Wert fiihrte die Ultrafiltration?. Doch nach beiden Methoden 
konnten nur kleine Mengen in geringer Ausbeute gewonnen werden. 
Immerhin reichten sie aus, um eine Hydrolyse des EiweiBes durchzu- 
fiihren und die dabei entstehenden Aminosiéuren zu bestimmen. Es ergab 
sich als interessantes Resultat ein sehr hoher Gehalt von Glutaminsiure, 
der mit der Anreicherung anstieg. Ein Priparat vom £-Gl.-W. 19,2 ergab 
40% an Glutaminsiure*. Weiterhin wurden mit diesen Ferment-Pra- 
paraten Hemmungsversuche durchgefiihrt. Vitamin B, und Penicillin G 
hemmten nicht. Sulfonamide hemmten deutlich, wenn auch sehr unter- 
schiedlich. Am stirksten hemmte 4.4’-Diamino-diphenylsulfon-galak- 
tosid$. 

In der vorliegenden Arbeit ist die Anreicherung der B-D-Glucosidase 
des Sii8mandelemulsins erneut in Angriff genommen worden. Die bisher 
dazu beniitzten Substanzen (s. 0) bringen die Gefahr einer Verinderung 
des urspriinglichen Fermentes mit sich. Die Elektrophorese ist sehr miihe- 
voll — es wurden sehr zahlreiche Versuche gemacht? ? — schwer re- 
produzierbar und liefert nur geringe Ausbeuten. Bei der Ultrafiltration 
konnte trotz der Erhéhung der Wirksamkeit eine Schidigung des Fer- 
ments festgestellt werden?. 

In sehr miihevollen und langwierigen Arbeiten gelang es nun, auf 
dem klassischen Weg der Fallung durch Aceton, Anderung des pH und 
Ammoniumsulfat 306 mg Ferment-Priparat vom £-Gl.-W. 31,3 zu ge- 
winnen. Die Bestimmung der Fermentaktivitit ist im Abschnitt I an- 
gegeben. Rechnet man die in dem Praparat noch enthaltenen 5,9% 
Ammoniumsulfat ab, so ist der f-Gl.-W. 33,2, demnach héher als bei 
den friiheren Reinigungsmethoden. Das bedeutet gegeniiber dem Roh- 

1 B. Helferich, Ergebn. Enzymforsch. 9, 70 [1943]. 


2 H. Baumann, Dissertat., Bonn 1953. 
3 H. Bormann, Dissertat., Bonn 1955. 
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ferment, der ersten Acetonfillung des ersten Mandelextraktes, vom 
f-G1.-W. 0,674 eine Anreicherung auf fast das 50fache in einer Ausbeute 
von 29,6% an Enzymeinheiten. Ein Beispiel der Gewinnung und An- 
reicherung der f-D-Glucosidase des SiiSmandelemulsins ist unter II. 
mitgeteilt. 

Zur Verwendung kamen kalifornische Mandeln, die zwar auch, je 
nach der Ernte einen verschiedenen Gehalt an Ferment haben, aus denen 
sich aber dieses besser anreichern ]iBt als aus den friiher beniitzten Bari- 
Mandeln. 

Das stark angereicherte Ferment ist sicher noch nicht rein und ein- 
heitlich. Die Ultrazentrifugation, fiir deren Durchfiihrung wir der 
Phywe AG, Gottingen, zu groBem Dank verpflichtet sind, ergab zwei 
£-D-glucosidatisch wirksame Substanzen von verschiedenem Molekular- 
gewicht, etwa 11700 und 66500. Sehr zahlreiche elektronenmikrosko- 
pische Aufnahmen* ergaben keine klaren eindeutig auswertbaren Re- 
sultate. 

Aber mit der praparativ verwendbaren Anreicherungsmethode ist 
ein weiterer Schritt fiir die Untersuchung des Ferments getan. 

Die bisher zur Verfiigung stehenden Mengen haben wir beniitzt: 
zur Priifung der Spaltbarkeit von Mono- und Bisglucosiden zweiwertiger 
Hydroxylverbindungen (Abschn. IIT); zur Priifung des Gehaltes der an- 
gereicherten Praparate an anderen Carbohydrasen (Abschn. IV) und zur 
Priifung des Gehaltes an Phosphatase (Abschn. V). 

Bei der Fortsetzung der Arbeiten haben sich Andeutungen dafiir 
ergeben, daB vielleicht chromatographische Methoden in priparativem 
MaBstab zur Trennung der beiden fermentativ wirksamen Substanzen 
(s. o. Ultrazentrifuge) fiihren. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft sind wir fir die langjahrige 
Unterstiitzung dieser Arbeiten zu groBem Dank verpflichtet. 


Beschreibung der Versuche 


I. Bestimmung der Fermentaktivitat im Si8mandelemulsin 


2 mi einer 0,078m Loésung des Substrates (gewéhnlich Salicin) in 0,5m Ace- 
tatpuffer vom pH 5,0 und 1 ml Fermentlésung werden nach Vorwarmen auf 30,0° 
gut miteinander vermischt und dann ¢ Minuten bei 30,0° im Thermostaten aufbe- 
wahrt. Die Zeit ist so zu wahlen, daB etwa 30—70°%, des vorhandenen Substrates 
gespalten werden. Die Spaltung wird durch Zugabe von etwa 100 mg festem Kalium- 
carbonat beendet und die Drehung my der Lésung im 1-dm-Rohr gemessen. 

Die Aktivitaét der Lésung in mEE/m/ (mEE = Milli-Enzym-Einheit) kann dann 
nach folgender Formel berechnet werden: 

mEE 199,3 A—E 


a “Ig o%,—H 





* Herrn Dozent Dr. Wohltarth-Bottermann vom Zentrallaboratorium 
fiir angewandte Ubermikroskopie der Universitat Bonn sind wir fiir Unterstiitzung 
bei dieser Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 
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A = Anfangsdrehung des Spaltansatzes (2m/ Puffer-Substratlésung + 1 ml 
Wasser + 100 mg Kaliumcarbonat im 1-dm-Rohr) ; 

E = Enddrehung des Spaltansatzes (bei Glucosiden: + 0,49°). 

Bei unreinen Fermentpraparaten mu8 auch die Eigendrehung («p) des Fer- 
mentes gemessen und beriicksichtigt werden. Sie ist stets negativ. 

Die Wertigkeit W des Fermentes gegeniiber dem verwandten Substrat ergibt 
sich durch Division der Enzym-Einheiten durch die Gewichtsmenge des Trocken- 
riickstandes von 1 ml Fermentlésung oder direkt nach folgender Formel: 


mEE | 8 a,—E 8 100—x 


W a fs 
t-g-lg2 t-g-lg2 








mg 


g = Gramm Ferment in 50 ml Spaltansatz; 

x = Prozent Spaltung. 

Die Wertigkeit gegeniiber Salicin als Substrat — 2,233 g Salicin zu 100 mi in 
0,5m Acetatpuffer vom pH 5,0 gelést (0,078m Lésung) — wird als (-Glucosidase- 
Wert (£-Gl.-W.) bezeichnet und als Ma8 fiir die Reinheit des Fermentes verwendet. 


II. Gewinnung und Anreicherung der 6-D-Glucosidase 
des SiBmandelemulsins 

A. Rohferment 

1800 g kalifornische ungeschalte Mandeln (Ernte 1956) wurden, nach 48 stdg. 
Aufbewahren unter 4 1 Aceton bei Raumtemperatur, mit 1,7 / auf —15° vorge- 
kiithltem Aceton im Starmix zu einem Brei zerkleinert (etwa 5 Min.). Dieser wurde 
24 Stdn. bei Raumtemperatur geriihrt und dann 30 Min. zentrifugiert (3000 U./Min.). 
Der Riickstand wurde mit 3 / eines kalten Wasser-Aceton-Gemisches (2 : 3) noch- 
mals im Starmix zerkleinert, anschlieBend weitere 24 Stdn. bei Raumtemperatur 
geriihrt und abzentrifugiert. Durch diese Behandlung werden Amygdalin und 01 
weitgehend entfernt und das Ferment — zusammen mit Begleitsubstanzen — 
ausgefallt. Die abzentrifugierte Masse wurde zur Liésung des Ferments mit 2 1 
Wasser von 2° im Starmix angeriihrt, 4 Stdn. bei Raumtemperatur geriihrt, abzen- 
trifugiert, die Masse nochmals mit 2 1 Wasser im Starmix angeriihrt, weitere 14 
Stdn. geriihrt und erneut abzentrifugiert. Aus den vereinigten, anfanglich triiben 
Zentrifugaten setzte sich bei 2° in 12—15 Stdn. ein schleimiger Niederschlag ab, 
von dem die iiberstehende, nun fast klare Fermentlésung (3,1 /) abgegossen wurde. 
Das Rohferment wurde aus ihr durch langsames Einriihren von 4650 mi kaltem 
(—15°) Aceton (1,5 Teile) als flockiger, gelblicher, sich rasch am Boden klebrig ab- 
setzender Niederschlag ausgefallt. Die iiberstehende klare Fliissigkeit wurde abge- 
gossen, der Niederschlag mit wenig Aceton oberflachlich abgespiilt, dann mit 500 ml 
kaltem (—15°) Aceton griindlich durchgeriihrt und durchgeknetet und sofort zen- 
trifugiert. Dieses wurde noch zweimal wiederholt, wobei vor dem Zentrifugieren 
die Mischung Ferment-Aceton jedesmal 2 Stdn. bei etwa 2° aufbewahrt wurde. 
SchlieBlich wurde das Ferment nochmals mit Aceton aufgeriihrt, abgesaugt und 
im Exsikkator iiber Calciumchlorid oder auf Filtrierpapier an der Luft getrocknet. 
Ausbeute an diesem ,,Rohferment*‘, einem gelblichen Pulver, 55,5 g mit 37,5 EE 
(Enzym-Einheiten), ?-G.-W. : 0,674. 


B. Puffer-Aceton-Fallung 

50 g Rohferment wurden sehr langsam unter Kiskiihlung bei Vermeidung von 
Kliimpchenbildung in 1000 ml Wasser, dem zur Vermeidung des Schaumens 1 ml 
n-Octanol zugesetzt war, eingeriihrt. AnschlieBend wurde die Lésung unter dauern- 
dem Rithren mit 100 ml 1m Acetatpuffer, pH 4,5, und dann mit 800 mi Wasser ver- 
setzt (Zeit 40 Min.) und nach weiteren 30 Min. Riihren der Niederschlag — 17,8 g 
inaktives Protein — abzentrifugiert. Das klare gelbe Zentrifugat wurde sofort mit 
eiskaltem Wasser auf 2 / aufgefiillt und unter Eiskiihlung und Riihren durch Zusatz 
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von 2400 ml auf —15° vorgekiihltem Aceton (1,2 Tle.) ausgefallt, nach 30 Min. ab- 
zentrifugiert und sofort wieder in Wasser + Octanol angeriihrt. Diese triibe Lésung 
klarte sich durch Aufbewahren bei etwa 2°. Nach etwa 15 Stdn. wurde der inaktive 
Niederschlag abzentrifugiert und die so erhaltene noch gelbe Fermentlésung von 
,,Acetonferment I‘‘ (AcF I) auf 1500 ml aufgefiillt. Der Gehalt an Trockensubstanz 
wurde nach Kindunsten einer Probe im Exsikkator iiber Silicagel durch Wagung 
bestimmt. 

21,39 g Gesamtmenge (gelést in 1500 m/ Lésung) mit 30,6 EE, 8-Gl.-W. = 1,43. 

Eine weitere Anreicherung wurde auf analoge Weise durch wiederholte Fallung 
mit Aceton unter Zusatz von (NH,),SO, erzielt (s. zusammenfassende Ubersicht in 
Tab. 1). Nach insgesamt zehn Acetonfallungen folgte eine Ammoniumsulfatfallung. 








C. Ammoniumsulfatfallung I 

In 200 ml Lésung von Acetonferment X (AcF X) wurden bei 0° langsam 200 ml 
gesitt. Ammoniumsulfatlésung eingeriihrt und der ausgefallene Niederschlag sofort 
bei 0° abzentrifugiert. Er enthielt nur wenig Ferment. In das Zentrifugat wurden 
bei 0° erneut 200 mi gesétt. Ammoniumsulfatlisung eingeriihrt, das Gemisch 
16 Stdn. bei etwa 2° aufbewahrt und dann bei 0° zentrifugiert. 

Der Riickstand (ASFI) wurde in 70 m/ Wasser gelist, bei 0° mit 63 ml auf 
—15° abgekiihltem Aceton ausgefallt, sofort bei 0° abzentrifugiert, in 50 ml 
Wasser aufgeriihrt, nach 3 Stdn. bei 0° vom Unléslichen abzentrifugiert und die 
Lésung auf 100 ml aufgefiillt. Sie enthielt 635 mg mit 12,18 EE, B-Gl.-W. 19,2. 

Die weiteren Schritte zur Reinigung des Ferments gehen aus Tab. 1 hervor, 
die den gesamten Gang der Anreicherung zusammenfaBt. 


Tab. 1. Fraktionierung des Enzyms. 





B-G1.-W. % Ausbeute* 





50 ¢ Rohferment mit 33,7 EE 0,674 — (100) 


in 1000 ml Wasser 
+ 100 ml 1m Acetatpuffer, pH 4,5 
+ 800 ml Wasser 


Zentrifugat « 
| auf 2000 mi verd. 
+ 2400 mi Aceton (1,2 Tle.) 
AcF I: 21,39 g mit 30,6 EE 1,43 90,8 (90,8) 


| in 1500 ml Lésung 
+ 3,0 g Ammoniumsulfat 
} + 1650 mi Aceton (1,1 Tle.) 


AcF II: 16,34 g mit 28,36 EE 1,73 92,6 (84,1) 


in 1200 mi Lésung 
+ 2,4 g Ammoniumsulfat 
| 4 1200 ml Aceton (1 TI.) 


AcF IIT: 12,50g mit 27,30 EE 2,18 96,4 (81,0) 


in 1000 ml Lésung 
+ 2,0 g Ammoniumsulfat 
} + 1000 mil Aceton (1 TI.) 


AcF IV: 10,76 g mit 27,62 EE 2,57 101,0 (82,0) 


in 1000 ml Lésung 
+ 2,0 g Ammoniumsulfat 
-++ 1000 ml Aceton (1 TI.) 


AcF V: 8,40 g mit 23,73 EE 2,82 85,8 (70,4) 


. in 1000 mi Lésung 
+ 2,0 g Ammoniumsulfat 
} + 950 ml Aceton (0,95 Tle.) 


i 











* Im Einzelschritt; Ausb. bezogen auf Rohferment in Klammern. 
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B-G1.-W. 


%Ausbeute* 





AcF VI: 6,56 g mit 23,86 EE 3,64 


in 800 mi Lésung 
+ 1,6 g Ammoniumsulfat 
f -+ 720 ml Aceton (0,9 Tle.) 


AcF VII: 4,68 g mit 20,16 EE 4,30 


in 600 ml Lésung 
+ 1,2 g Ammoniumsulfat 
+ 510 ml Aceton (0,85 Tle.) 


AcF VIII: 3,50 g mit 18,64 EE 5,33 


in 500 ml Lésung 
| + 1,0 g Ammoniumsulfat 
| + 400 mi Aceton (0,8 Tle.) 


AcF IX: 2,96 g mit 17,43 EE 5,89 


in 500 mi Lésung 
+ 1,0 g Ammoniumsulfat 
+ 400 mi Aceton (0,8 Tle.) 


AcE X: 2,51 g mit 16,49 EE 6,56 

in 200 mi Lésung 

+ 200 mi gesitt. Ammoniumsulfatlésung 
J 

| Niederschlag 


} in 40 mi Lésung 
+ 36 ml Aceton 


207 mg mit 1,13 EE 5,45 











Zentrifugat 


+ 200 mi gesitt. Ammoniumsulfatlésung 
16 Stdn. bei etwa 2° aufbewahrt 


ASF I 


in 70 ml Lésung 
+ 63 ml Aceton (0,9 Tle.) 


AcF XT: 635 mg mit 12,18 EE 19,2 


in 100 mi Lésung 

+ 100 mg Ammoniumsulfat 

+ 80 mil Aceton (0,8 Tle.) 
AcF XII: 480 mg mit 11,23 EE 23,4 


in 45 ml Lésung 
+ 90 mi gesitt. Ammoniumsulfatlésung 
23 Stdn. bei etwa 2° aufbewahrt 


ASF II 


| : = 
in 35 mi Lésung 


+ 31,5 ml Aceton (0,9 Tle.) 
AcF XIII: 306 mg mit 9,96 EE 31,3 
,,Reinferment‘ 


in 40 mi Lésung 





* Im Binzelschritt; Ausb. bezogen auf Rohferment in Klammern. 





100,5 (70,8) 


84,4 (59,7) 


92,6 (55,3) 


93,5 (51,7) 


94,5 (48,9) 


6,9 


73,8 (36,1) 


92,3 (33,3) 


88,8 (29,6) 


. 


Der Trockenriickstand der Reinfermentliésung enthielt 5,9°, Ammoniumsulfat. 
Die angereicherten Fermentpraparate sind, um Aktivitatsverluste méglichst 


zu vermindern, in eingefrorener waBriger Lésung aufzubewahren. 
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III. Zur Spaltung von Mono- und Bis-f-p-glucosiden zweiwertiger 
Hydroxylverbindungen durch Si8mandelemulsin-f-p-Glucosidase 


In friiheren Untersuchungen war festgestellt worden, da8 Bis-6-p-Glucoside 
zweiwertiger Alkohole und zweiwertiger Phenole wesentlich langsamer gespalten 
werden als die entsprechenden Monoglucoside*. Wurde aber in den Bisglucosider 
der eine Zuckerrest durch Mesylierung fiir das Ferment unangreifbar gemacht* 5, 
so stieg die Abspaltbarkeit des anderen Glucoserestes wieder sehr stark an, fast bis 
zum Wert des Monoglucosids. Mit dem hochgereinigten Ferment, das jetzt in aus- 
reichender Menge zur Verfiigung stand, wurden einige dieser Versuche wiederholt 
(Tab. 2). 


Tab. 2. Spaltbarkeit der Mono- und Bis-f-p-glucoside des Butandiols-(1.4) und des 
Brenzcatechins durch f-p-Glucosidase verschiedener Reinheit (ausgedriickt als 
B-G1.-W.; W = Wertigkeit des Enzyms. 








Substrat Butandiol-(1.4)- Brenzcatechin- 
Ferment W Ferment W 

B-G1.-W. |[mEE/mg]} B-G1.-W. |[mEE/mg}] 

-mono-f-p-glucosid ....... 1,1 0,2954 1,2 0,564 & 
26,8 4,04 26,8 7,31 
-bis-[8-p-glucosid]. ....... 1,3 0,054 1,2 0,064 
: : 26,8 0,53 26,8 0,61 
-6-p-glucosid-6-mesyl]-8-p-glucosid . Ll 0,274 11 0,465 
26,8 2,62 26,8 4,35 




















Bei beiden Diolen, dem Butandiol-(1.4) und dem Brenzcatechin, wurden auch 
mit dem hochgereinigten Ferment die gleichen Resultate gefunden wie friiher: Die 
Spaltbarkeit der Bisglucoside ist gegeniitber den Monoglucosiden um das sechs- bis 
zehnfache vermindert, steigt aber bei 6-Mesylierung des einen Glucosylrestes wieder 
erheblich an. * 


IV. Gehalt der hochgereinigten f-p-Glucosidase des Si8mandelemul- 
sins an anderen Carbohydrasen 
1. B-p-Galaktosidase 
Auch in der nach dem oben angegebenen Verfahren stark angereicherten 
6-p-Glucosidase ist eine B-p-galaktosidatische Wirkung vorhanden (Tab. 3). 


Tab. 3. B-p-Galaktosidatische Wirkung des Enzyms. 








B-G1.-W. d. Wertigkeit gegen Phenol-f-p- Verhiltnis 

Fermentprap. a) -glucosid | b) -galaktosid a:b 
0,14 0,019 0,0027 a 
25,5 2,93 0,38 gt 








4 B. Helferich, H. Scheiber, R. Streeck u. F. Vorsatz, Liebigs Ann. 
Chem. 518, 211 [1935]; B. Helferich u. R. Hiltmann, ebenda 581, 160 [1937]; 
B. Helferich u. W. Reischel, ebenda 583, 278 [1938]. 

.5 B. Helferich, R. Hiltmann u. W. Reischel, Liebigs Ann. Chem. 5384, 
276 [1938]. 

®° B. Helferich, O. Lang u. E. Schmitz-Hillebrecht, J. prakt. Chem. 
188, 276 [1933]. 
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Das Verhiltnis der Wirkung auf £-p-Glucoside und /-p-Galaktoside verschiebt 
sich bei dieser Anreicherung auf das etwa 150fache nur so wenig, daB man daraus 
auf das Vorhandensein zweier verschiedener Fermente nicht schlieBen muB. Die 
Verschiedenheit ist mit anderen Mitteln vor einiger Zeit trotzdem wahrscheinlich 
gemacht worden’. 


2. «-p-Galaktosidase 

Die schon im Rohferment geringe Wertigkeit gegen Phenol-«-p-galaktosid 
(0,00098) nahm im Reinferment auf einen kaum noch nachweisbaren Wert 
(0,000008) ab. Die Verschiedenheit der beiden Fermente ist damit erneut® erwiesen. 


3. «-D-Mannosidase 

Der Unterschied im Verhaltnis «-p-Mannosidase zu £-D-Glucosidase in den 
beiden Fermentpraparaten (Tab. 4) macht die Verschiedenheit der beiden Fer- 
mente, in Ubereinstimmung mit friiheren Versuchen®, wahrscheinlich. 


Tab. 4. Gehalt des Enzyms an «-p-Mannosidase. 














B-G1.-W. d. Wertigkeit gegen Phenol- Verhiltnis 

Fermentprap. a) -B-p-glucosid | b) -«-D-mannosid a: 
0,14 0,019 0,0086 2,2 
25,5 2,93 0,90 3,3 


4. B-p-Glucuronidase 

Weder bei dem Roh- noch bei dem Reinferment konnte eine Spaltbarkeit von 
Phenol-f-p-glucuronid festgestellt werden, im Gegensatz zu friiheren Versuchen mit 
Emulsin aus anderen Mandeln, in denen ein solches Ferment nachgewiesen werden 
konnte!®. 


5. Trehalase 

Die sehr unerwartete und auch merkwiirdige Spaltung von Trehalose 
({«-D-Glucosido ]-«-D-glucosid) durch Si8mandelemulsin wurde auch beiden in dieser 
Arbeit verwandten Praparaten festgestellt. Ein Rohferment vom £-Gl.-W. 1,1 
hatte gegen Trehalose eine Wertigkeit von 0,00061. Diese stieg bei einem 25mal 
wirksameren Praparat (8-Gl.-W. 26,8) nur auf das Doppelte, auf 0,0013. DaB es 
sich demnach um ein von der f-D-Glucosidase verschiedenes Ferment handelt, ist 
in Ubereinstimmung mit fritheren Versuchen! wohl sicher. 


V. Phosphatase-Wirkung des Mandelextraktes 
Die phosphatatische Wirkung des Mandelextraktes, des rohen SiiSmandel- 
emulsins, ist schon lange bekannt}?. Die Frage, ob die £-p-Glucosidase mit dieser 
SuBmandel-Phosphatase identisch sein kann, ist mehrfach aber mit verschiedenen 
Resultaten gepriift worden? !?. Teilweise fand man bei Anreicherungsoperationen 
einen etwa parallelen Verlauf, in anderen Fallen auch gewisse Unterschiede. 


7 B. Helferich u. K.-H. Jung, diese Z. 311, 54 [1958]. 

8 B. Helferich,S. Winkler, R. Gootz, O. Petersu. E. Giinther, diese Z. 
208, 91 [1932]. 

® B. Helferich, H. Heyneu. R. Gootz, diese Z. 214, 139 [1933]; B. Helfe- 
rich u. G. Brieger, ebenda 221, 94 [1933]; B. Helferich, S. Winkler, E. 
Schmitz-Hillebercht u. H. Bach, ebenda 229, 112 [1934]. 

10 B. Helferich u. G. Sparmberg, diese Z. 221, 92 [1933]. 

11 B. Helferich, S. Winkler, R. Gootz, O. Peters u. E. Giinther, diese 
Z. 208, 95 [1932]. 

12H. Tschernorutzky, diese Z. 80, 298 [1912]; H. Bredereck, H. Beu- 
chelt u. G. Richter, diese Z. 244, 102 [1936]. 
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Mit den reineren und schon stark angereicherten Praparaten der B-p-Gluco- 
sidase des SiiRmandelemulsins (s. 0.) wurden diese Versuche erneut aufgenommen. 
Die Phosphatase-Wirkung wurde dabei nach dem friiher beschriebenen Verfahren! 
bei dem optimalen pH von 5,0 durchgefiihrt. Eine Phosphatase-Einheit (PE) isi 
danach die Fermentmenge, die in einem Spaltansatz von 3,00 cm® bei einer Sub- 
stratkonzentration (Natriumhydrogen-phenylphosphat) von 0,050m bei 30° in 
1 Stde. 0,1 mg P als anorganisches Phosphat abspaltet. 

Die aus vielen Versuchen ausgewahlten wichtigsten Resultate zeigt Tab. 5. 


Tab. 5. Phosphatase-Gehalt verschiedener Enzympraparate. 








B-G1.-W. d. Phosphatase 
Fermentprap. 

[mEE/mg] [PE/mg] mEE/PE 
4,52 29,8 0,15: 1 
4,54 7,10 0,64: 1 
9,62 0,84 11,4:1 
9,78 17,43 0,56: 1 

15,82 14,27 Bt 
23,8 4,82 4,94: 1 








Die Fermentpraparate wurden sehr verschiedenen Fraktionen entnommen. 
Z.T. wurden sie besonders fiir diesen Vergleich /-p-Glucosidase : Phosphatase 
hergestellt, ohne Riicksicht auf die Ausbeute an Ferment. 

Die Unterschiede des Verhaltnisses beider Fermente in den verschiedenen 
Praparaten sind so groB, daB man eine Identitaét der Fermente ablehnen muB. 
Das reinste in dieser Richtung untersuchte Praparat der S-p-Glucosidase ist zwar 
nicht frei von Phosphatase aber doch sehr viel armer als die unreineren Praparate. 


Zusammenfassung 

Die Anreicherung der £-D-Glucosidase des SiiBmandelemulsins bis 
zu einem £-Glucosidase-Wert 33 und in einer Ausbeute von etwa 30% 
wird beschrieben. Mit dem so angereicherten Ferment wird die Spaltbar- 
keit von Mono- und Bisglucosiden zweiwertiger Hydroxylverbindungen 
untersucht. Mittels der Ultrazentrifuge konnten zwei f-glucosidatisch 
wirksame Fraktionen festgestellt werden, deren Molekulargewichte etwa 
bei 11700 und 66500 lagen. Auch das stark angereicherte Ferment ent- 
hilt eine Phosphatase. Es wurde auBerdem auf seinen Gehalt an anderen 
Carbohydrasen gepriift. 

Summary 

$-D-Glucosidase from sweet almond emulsin has been purified to a 
f-glucosidase value of 33 with a yield of approximately 30°. With this 
preparation, the rate of cleavage of mono and bis glucosides of dihydroxy 
compounds was studied. Two active /-glucosidase fractions, mol.wt. 
11,700 and 66,500, were shown by ultracentrifugation. The highly puri- 
fied enzyme also contained a phosphatase. The presence of other carbo- 
hydrases was investigated. 


' Prof. Dr. B. Helferich, Chemisches Institut der Universitat, Bonn, Mecken- 
heimer Allee 168. 


13 B, Helferich u. H. Stetter, Liebigs Ann. Chem. 558, 238 [1947]. 
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Uber den papierchromatographisch ermittelten Gehalt 
von Phosphorverbindungen 
in der sdureléslichen Fraktion des Blutes, IV‘? 


Untersuchungen an Blut von Rinderféten und Kalbern 


Von 
Martha Weber, Willi Wirths und Margarete Rohdewald 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Ernihrungsphysiologie in Dortmund und aus dem Physiologisch- 


Chemischen Institut der Universitit Bonn 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Februar 1961) 


Bei der vorangehenden Arbeit, die sich mit der siureléslichen 
Phosphatfraktion des Blutes von Siugetieren befaBte, machten wir die 
Feststellung, daB ir Blut der Kailber—im Gegensatz zu dem der Rinder — 
2.3-PGS* und FDP vorkommen. Wir stellten uns die Aufgabe, zu priifen, 
wann diese beiden Verbindungen zuerst im Blut nachweisbar sind, bzw. 
wann sie daraus verschwinden. 

Der erste Schritt war, eine Untersuchung des Blutes von Rinder- 
foten durchzufiihren. Daneben beobachteten wir neugeborene Kiilber 
iiber einen Zeitraum von einigen Monaten, ebenso einige triichtige Kiihe 
und mehrere Muttertiere der Féten. 


Methodik 
Die Verarbeitung des Blutes und die papierchromatographische Bestimmung 
der Phosphorverbindungen erfolgte wie bei unserer I. Mitteilung!. Bei den Féten 
wurde das Blut direkt nach dem Schlachten der Muttertiere durch Offnen der 
Schlagader gewonnen. An den Kalbern wurde eine Punktion der Vena jugularis 
vorgenommen, ebenso an den trachtigen Kiihen, mit Ausnahme der Schlachttiere, 
bei denen es wahrend des Entblutens entnommen wurde. 


Ergebnisse 
Die Ergebnisse des Fétenblutes sind in Tab. 1 zusammengefabt, 
und zwar in drei verschiedene Altersgruppen aufgeteilt. Leider konnte 
das Alter der Féten nur geschitzt werden, da die Kiihe bereits als 
Schlachttiere verkauft waren. Bei simtlichen Féten sind alle vier siure- 
léslichen P-Verbindungen vorhanden. In der Gruppe der 1—2"/, Monate 
alten Féten ist der Gesamt-P-Wert am héchsten, er nimmt mit zuneh- 


* In der vorliegenden Arbeit werden folgende Abkiirzungen angewandt: 
2.3-PGS: 2.3-Diphosphoglycerinsaure ; FDP: Fructose-1.6-diphosphat; AMP, ADP, 
ATP: Adenosinmono-, -di- bzw. triphosphat. 

1 T. Mitteil.: M. Rohdewald u. M. Weber, diese Z. 306, 90 [1956]. 

2 II. Mitteil.: M. Rohdewald u. M. Weber, diese Z. 311, 239 [1958]. 

3 TIT. Mitteil.: M. Rohdewald u. M. Weber, diese Z. 317, 217 [1959]. 
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Tab. 1. Mittelwerte und Standardabweichungen der Phos 
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mendem Alter ab. Wéahrend wir bei 
unseren bisherigen Untersuchungen im 
Blut der Siugetiere kaum ADP fanden 
trat diese Verbindung bei den Unge- 
borenen auf. In der jiingsten Gruppe 
zeigte sich auBerdem AMP. 

Aus den Prozentzahlen ist zu ersehen, 
daB der Anteil des anorganischen Phos- 
phats mit steigendem Alter der Féten 
zunimmt. 2.3-PGS und FDP haben eine 
fallende Tendenz. Das ATP nimmt absolut 
ab, sein Anteil am Gesamt-P zeigt eine 
leichte Erhéhung. 

AuBer den Féten standen uns 14 Kal- 
ber zur Verfiigung, die wir — von einigen 
Ausnahmen abgesehen — bis zum dritten 
oder vierten Lebensmonat beobachteten. 
In Tab. 2 wird ein Beispiel des Versuchs- 
verlaufes gezeigt. 

Die Analysenzahlen zeigen beim 
Gesamt-P einen niedrigen Wert sofort 
nach der Geburt und von dem hohen 
zweiten Wert an eine deutliche Abnahme. 
Genau denselben Verlauf konnten wir 
auch bei drei anderen Kalbern feststellen, 
bei denen eine erste Probe sofort nach 
der Geburt entnommen werden konnte. 

Aus dem grofen Analysenmaterial, 
das bei allen 14 Kilbern gewonnen wurde, 
ist in Tab. 3 jeweils die erste Analyse jedes 
Kalbes wiedergegeben, sodann diejenige 
Analyse, bei der der Beginn oder der Voll- 
zug der Umstellung erkennbar ist sowie 
die letzte von dem betreffenden Tier er- 
haltene Analyse. Bei Tieren, die nur sehr 
kurz im Versuch waren oder die bei Ver- 
suchsbeginn bereits keine 2.3-PGS und 
FDP mehr hatten, entfallt die Mittel- 
analyse. 

Der Mittelwert der Prozentzahlen des 
anorganischen P von Kalbern unter dem 
zweiten Lebensmonat ist 32,1, derjenige 
der Tiere vom zweiten bis sechsten Lebens- 
monat ist 79,2. Der Durchschnittswert 
der Prozente des ATP im Blut von Tieren 


Bd. ¢ 


Tab. 


Fars 


Ani 








or 








Bd. 324 (1961) 


Phosphorverbindungen des Blutes, IV 


221 


Tab. 2. Phosphorverbindungen in der saureléslichen Fraktion des Blutes eines 
Firsenkalbes (2), geb. am 8. 2. 60 (mg P/100 m/ Blut). Die eingeklammerten Werte 
sind die Prozentzahlen, bezogen auf Gesamt-P. 

















—" Anorg. P 2.3-PGS FDP ATP Gesamt-P 
9. 2. 60 1,76 (37,0) | 0,61 (12,5) | 0,94 (19,5) | 1,47 (31,0) 4,78 
16. 2. 60 5,52 (36,5) | 3,57 (23,5) | 3,54 (23,5) | 2,45 (16,5) 15,08 
9. 3. 60 5,10 (46,0) | 2,98 (27,0) | 1,79 (16,0) | 1,17 (11,0) 11,04 
16. 3. 60 5,52 (47,0) | 2,08 (17,5) | 2,42 (20,5) | 1,78 (15,0) 11,80 
23. 3. 60 2,32 (34,0) | 1,55 (22,0) | 1,70 (25,0) | 1,31 (19,0) 6,88 
30. 3. 60 1,84 (37,0) | 1,25 (25,0) | 0,74 (14,5) | 1,18 (23,5) 5,01 
6. 4. 60 4,17 (69,5) | 0,36 (6,0) | 0,75 (12,5) | 0,73 (12,0) 6,01 
12. 4. 60 4,40 (77,0) 0 0 1,30 (23,0) 5,70 
20. 4. 60 6,32 (86,5) 0 0 0,98 (13,5) 7,30 
27. 4. 60 5,08 (81,0) 0 0 1,18 (19,0) 6,26 
4. 5. 60 6,42 (70,5) 0 0 2,68 (29,5) 9,10 
11. 5. 60 3,96 (86,0) 0 0 0,64 (14,0) 4,60 
30. 5. 60 4,98 (78,0) 0 0 1,42 (22,0) 6,40 








Tab. 3. Stichproben aus den Kalberversuchen. Die Zahlen geben die Prozente der 
Analysenwerte an, bezogen auf Gesamt-P = 100 (T. = Tage; M. = Monate). 








_ | Tier Aiterd. RAB | vie P| 93-2O8| FDP | ATP 
Nr. | Geschlecht | Tage, Monate 

1 3 1T. 39,0 8,5 29,0 30,5 

2M. 74.0 2,0 12,0 12,0 

2 3 LT. 45,0 10,0 13,0 32,0 

2 M./22'T 74,5 0 25 23.0 

4M. 84.0 0 6,0 10,0 

3 3 7%. 32,0 10,0 25,0 33,0 

2M./7T. 69.5 0 14,5 16,0 

4 3 5T. 31,5 17,5 21,5 29,5 

18 T. 27,5 24.5 30,0 18,0 

5 3 5T. 36,0 16,0 19,0 29,0 

2 M./16 82,0 0 0 18,0 

3 M_/21T. 91.0 0 0 9,0 

6 9 3T. 25,5 22,0 33,0 19,5 

3 M./24 T. 89,0 0 0 11,0 

7 3 7T. 23,0 32,0 23,0 22,0 

20 T. 26,0 30,5 23.5 20,0 

8 2 10 T. 29,5 19,5 31,0 20,0 

2 M./21'T. 81,0 0 0 19,0 

4M/2T. 87,5 0 0 12,5 
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Fortsetzung von Tab. 3 


Stichproben aus den Kalberversuchen. Die Zahlen geben die Prozente der Analysen- 
werte an, bezogen auf Gesamt-P = 100 (T. = Tage; M. = Monate). 











Tier Alter d. Kalber 

A . P| 2.3-PGS FDP ATP 

Nr. | Geschlecht | Tage, Monate i 
9 Q 18 T. 38,0 19,5 21,0 21,5 
2 M./14 T. 80,0 0 9,0 11,0 
3 M./17 T. 80,0 0 0 20,0 
10 g 2M. 57,0 17,0 7,0 19,0 
3 M./16 T. 76,5 0 6,5 17,0 
5 M. 74,5 0 0 25,5 
ll Q 4M./5 T. 73,0 0 0 27,0 
6 M./23 T. 91,0 0 0 9,0 
12 Q 2 M./27 T. 81,5 0 0 18,5 
13 3 3 M./11 T. 79,5 0 0 20,5 
14 2 17. 37,0 12,5 19,5 31,0 
2M. 69,5 6,0 12,5 12,0 
3 M./21 T. 78,0 0 0 22,0 




















unter zwei Monaten ist 25,0, der der zwei bis sechs Monate alten 16,5. 
Wahrend vielfach:2.3-PGS und FDP gleichzeitig verschwinden — siehe 
Tab. 2 — beobachteten wir an einigen Tieren, das FDP noch kurze Zeit 
allein auftrat. Die Umstellung auf das Blutbild der erwachsenen Tiere 
scheint zwischen dem zweiten und dritten Lebensmonat zu erfolgen, wo- 
bei es natiirlich zu Schwankungen zwischen den einzelnen Individien 
kommt. Einen Unterschied zwischen Fiirsen- und Bullenkaélbern konnten 
wir nicht feststellen. 

Zur Priifung der siureléslichen P-Verbindungen bei trichtigen 
Tieren standen uns 4 Kiihe des Dortmunder Stadtgutes zur Verfiigung. 
AuBerdem analysierten wir das Herzblut bei 4 Muttertieren der von uns 
untersuchten Foten. 


Tab. 4. Mittelwerte und Standardabweichungen in der saiureléslichen Fraktion des 


Blutes trachtiger Kiihe (mg P/100 m/ Blut), in Klammern % des Gesamt-P. 
Anorg. P. ATP | Gesamt-P. l Zahl d. Tiere 











4,02-1,45 (77,0) | 1,19440,47 (23,0) | 5254146 ‘| 8 


Wie wir in unserer III. Mitteil. zeigen konnten, sind im Blut er- 
wachsener Wiederkauer nur zwei siureldsliche P-Verbindungen, namlich 
anorg. P und ATP. Bei gleicher Héhe des Gesamt-P entfallen bei den 
trichtigen Tieren auf anorg. P 77%, bei den Normaltieren 69%. Die 
Trachtigen haben 23% ATP, die Nichttrichtigen 31%. Anscheinend 
nimmt das ATP wahrend der Trichtigkeit etwas ab. Um dariiber aber 
eine genaue Aussage machen zu kénnen, wiire es nétig, weitere Versuche | 
an einer gréBeren Anzahl von Tieren durchzufihren. | 
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Diskussion 
Unsere Untersuchungen fiihrten zu dem Ergebnis, daB der Gesamt- 
P-Gehalt des Blutes erwachsener Rinder durch Fehlen des gréBten Teils 
der siureléslichen organischen P-Verbindungen weit geringer ist als bei 
Kalbern’ und Féten. Die Trachtigkeit bringt, wie der Vergleich mit den 
Analysen der III. Mitteilung zeigt, keine Verinderung der saureléslichen 
Blutphosphate. Die Mittelwerte des Gesamt-P in 100 m/ Blut betragen: 


Rinder? Trachtige Tiere Foten Kalber? 
5,57 mg 5,25 mg 14,49 mg 9,97 mg 


Zu denselben Resultaten kamen Charton und Mitarbeiter‘. Sie 
konnten an einer anderen Gruppe von Wiederkiuern, nimlich an Schaf- 
limmern, im Vergleich zu deren Miittern, betrichtliche Unterschiede in 
der Héhe des anorg. P im Serum feststellen. Sie fanden, daB das anorg. 
Phosphat der Lammer nach der Geburt doppelt so hoch ist wie jenes 
der Muttertiere. Die gréB8te Differenz wurde bei den 1 Monat alten 
Tieren mit 10,8mg P in 100 m/ Serum gegeniiber 5,8 mg P bei den 
Muttertieren festgestellt. Nach der Geburt sank das anorg. Phosphat 
regelmaiBig ab und erreichte mit dem 6. Monat den Stand der erwachsenen 
Tiere. 

Banaschak®, der sich mit dem Kationentransport der Rinder- 
erythrocyten beschiftigt hat, stellte fest, daB der anfianglich hohe K- 
Gehalt der Erythrocyten von Kilbern mit zunehmendem Alter abnimmt 
und nach etwa 3 Monaten den Wert der erwachsenen Tiere erreicht. 
Der Na-Gehalt nimmt in der gleichen Zeit entsprechend zu. Der Autor 
konnte im Kilberblut eine Na-reiche und K-reiche Zellfraktion nach- 
weisen. Der Anteil der letzteren nimmt mit dem K-Abfall der Gesamt- 
erythrocyten ab. Dieser Befund spricht dafiir, daB das ATP als Energie- 
quelle fiir den Kationentransport bei den Wiederkiuern an Bedeutung 
verliert. Auch Wright und Mitarbeiter® konnten an Limmern zeigen, 
daB es mit zunehmendem Alter zu einem betrichtlichen Abfall des 
Kaliumgehaltes der Erythrocyten kommt. Achunow’, der beim Rind 
durch Zufiitterung von Na,H*?PO, den Austausch von radioaktivem 
Phosphor untersucht hatte, stellte fest, dai die Stoffwechselgeschwindig- 
keit des Phosphors bei Jungtieren héher war als bei Kiihen. 

Die Abweichung der Wiederkiuer vom Blutbild der anderen Siuge- 
tiere vollzieht sich erst nach einem gewissen Lebensalter und zwar dann, 
wenn die Tiere ihren Verdauungsapparat umstellen, d.h. wenn der 
Pansen in Aktion getreten ist. Offenbar unterscheidet sich der P-Stoff- 


4 A. Charton, P. Faye, A. Hervy u. C. Lefrangois, C. R. hebd. Séances 
Acad. Sci. 248, 3049 [1959]. 

5 H. Banaschak, Acta biol. med. german. 1, 293 [1958]. 

6 R. Wright, T. Bradley, J. Nelson u. J. Coghlan, Nature [London] 
182, 1742 [1958]. 

7 A. Achunow, russisch: Tierzucht 20, 73 [1958], zit. nach Chem. Zbl., 
1959, 3884. 
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wechsel der Wiederkiuer von dem der iibrigen Siiugetiere. Bergheim* 
fand eine betriichtliche Ausscheidung von Phosphat im Diinndarm von 
Ratten. Smith, Kleiber und Mitarbeiter®, die die Uberfiihrung von 
intravends injiziertem **P in den Verdauungstrakt des Schweines priiften, 
konnten denselben Befund erheben. Sie stellten ferner fest, daB am Tag 
nach der Injektion die Radioaktivitiét im Diinndarminhalt vier- bis 
fiinfmal so groB war wie im Magen. Dieser Befund wird nochmals be- 
stiitigt von Kjerulf-Jensen?!®, der feststellte, daB der Hauptsitz des 
endogenen P-Stoffwechsels bei Tieren mit einfachem Magen (Schwein 
und Ratte) der Diinndarm ist. 

Die Versuche, die Lofgreen, Kleiber und Smith" an iiber 
2 Monate alten Kialbern durchfiihrten, also an Tieren, die im Begriff sind 
ihre Verdauung auf den Wiederkiiuermagen umzustellen, ergaben fol- 
gende Resultate: Den héchsten P-Stoffwechsel im Vergleich zu den 
anderen Teilen des Verdauungstraktes hatten das Omasum (Blitter- 
magen), der Rumen (Pansen) und das Jejunum (Leerdarm). Sie stellten 
nach Injektion von *P in den Verdauungstrakt eine hohe Aktivitit des 
Inhalts von Rumen und Omasum fest und nehmen an, daB Rumen- und 
Omasumwiinde eine ,,passive Barriere‘‘ darstellen, durch die das Phos- 
phat in jeder Richtung passieren kann, je nachdem welche Bedingungen 
im Blut- und Mageninhalt vorliegen. Wildt' zeigt, da die P-Aus- 
scheidung im Pansen die P-Aufnahme iibertrifft, wihrend sich im 
Omasum P-Aufnahme und P-Ausscheidung umgekehrt verhalten. 

Dieselben Ergebnisse erhielten Smith, Kleiber und Mitarbeiter 
an Schafen. Auch sie fanden, daB der Hauptsitz der endogenen P-Aus- 
scheidung der Wiederkiiuermagen ist und dai nur sehr wenig Phosphat 
in die Dirme gelangt. Eine weitere Untersuchung" iiber den Phosphat- 
austausch im Verdauungstrakt von Milchkiihen bestiitigt nochmals den 
abweichenden Verlauf der P-Ausscheidung bei den Wiederkiiuern im 
Gegensatz zu den anderen Siugetieren. Ein interessanter Befund dieser 
Autoren besteht darin, daB der P-Stoffwechsel in den Geweben der 
reifen Kuh geringer ist als in denen des Kalbes. 

Alle diese Beispiele lehren, daB der P-Stoffwechsel des Kalbes zuerst 
noch dem der iibrigen Siiugetiere folgt und erst nach der Entwicklung 
seines Wiederkiuermagens den Stoffwechsel der Ruminanten annimmt. 
Die organischen P-Verbindungen der siureléslichen Fraktion des Blutes 
verschwinden bis auf das ATP. Der Hauptverdauungsvorgang erfolgt 
nunmehr im Pansen und weniger in den Diirmen. 





8 O. Bergheim, J. biol. Chemistry 70, 51 [1926]. 

® A.Smith, M. Kleiber, A. Black u. J. Luick, J. Nutrit. 57, 497 [1955]. 

10 K. Kjerulf-Jensen, Acta physiol. scand. 3, 1 [1941/42]. 

11 G. Lofgreen, M. Kleiber u. A. Smith, J. Nutrit. 48, 401 [1951]; 47, 
561 [1952]. 

* 2 K. Wildt, J. Landwirtsch. 22, 1 [1874]. 

13 A. Smith, M. Kleiber, A. Black u. C. Baxter, J. Nutrit. 57, 507 [1955]. 

14 A,.Smith, M. Kleiber, A. Black u. G. Lofgreen, J. Nutrit. 58, 95 
[1956]. 
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Zu groBem Dank verpflichtet sind wir dem Stidtischen Schlachthof in 
Dortmund, insbesondere Herrn Veterinarrat Dr. Hermes, fiir seine Unterstiitzung, 
ferner dem Amt fiir Land- und Forstwirtschaft der Stadt Dortmund und 
dem Stadtgut Briinninghausen, das uns Kalber und Kiihe zur Verfiigung 
stellte. Ferner danken wir den Herren Dr. Brahm und Dr. Fromm fiir ihre Hilfe 
bei der Blutentnahme. 


Zusammenfassung 


Die Untersuchungen der siureléslichen P-Verbindungen im Gesamt- 
blut von jungen Kilbern bestitigen den in unserer III. Mitteil.* ange- 
gebenen Befund, daB bei den Wiederkiuern nur die Erythrocyten von 
Jungkiilbern im Besitz der vier P-Verbindungen sind, die wir bei allen 
anderen untersuchten Siugetieren fanden. Nach ungefihr 2—3 Monaten 
erfolgt die Umstellung, offenbar gleichzeitig mit der Ausbildung des 
Pansenmagens. Von diesem Zeitpunkt an verschwinden 2.3-Diphospho- 
glycerinsiure und Fructose-1.6-diphosphat aus dem Blut. Bei den Rinder- 
foten, deren Blut insgesamt wesentlich mehr P enthalt, konnten wir alle 
vier P-Verbindungen nachweisen (anorg. P, 2.3-Diphosphoglycerinsiure, 
Fructose-1].6-diphosphat und Adenosintriphosphat). 


Summary 


The investigation of the acid-soluble phosphorus compounds in the 
whole blood of young calves confirms the finding reported in our 3rd. 
communication’, that in the ruminants only the erythrocytes of young 
calves contain all four compounds which were previously found for all the 
other mammals investigated. 

Transition occurs after 2—3 months and is apparently coincident 
with the onset of rumen development. From this time, 2,3-diphospho- 
glyceric acid and fructose-1,6-diphosphate begin to disappear from the 
blood. The blood of bovine foetuses contains essentially higher total 
phosphate levels and all four phosphate compounds (inorg. phosphate, 
2,3-diphosphoglyceric acid, fructose-1,6-diphosphate and adenosine 
triphosphate). 


Frau Martha Weber, Maz-Planck-Institut fiir Erndhrungsphysiologie, 
Dortmund, Rheinlanddamm 201. 











Bd. 324 (1961) 


Zur Biosynthese der Polyenfettséuren 
in menschlichem Vollblut 
Von 


F, Leupold und G, Kremer 


Aus der Medizinischen Universitaitsklinik K6ln, Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. H. W. Knipping, und 
dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitat K6ln, Direktor: Prof. Dr. Dr. h. c. E. Klenk 
(Der Schriftleitung zugegangen ani 6. Februar 1961) 


Vor einiger Zeit zeigten wir! unter Verwendung von Acetat-[1-4C], 
da8 in Ubereinstimmung mit den von Klenk an der Ratte? und in der 
absteigenden Wirbeltierreihe* erhaltenen Befunden auch in der mensch- 
lichen Leber die C,9- und C,.-Polyenfettsiuren vorwiegend aus Linol- 
und Linolensaiure durch Verlingerung der Kohlenstoffkette mit Acetat 
und Einfiihrung neuer Doppelbindungen im Divinylmethanrhythmus 
auf der Seite der Carboxylgruppe entstehen. Menschliche Blutzellen sind 
ebenfalls in der Lage, Acetat in die Blutlipoide einzubauen*. Um festzu- 
stellen, ob Polyensiuren durch Blutzellen in gleicher Weise gebildet 
werden wie in der Leber, haben wir frisch entnommenes heparinisiertes 
Vollblut mit Acetat-[1-4C] inkubiert. 


Der Einbau von Acetat-[1-4C] in die Blutfettsiuren ist unabhangig von der 
Art des gerinnungshemmenden Zusatzes: Je 10 cm* Vollblut wurden mit 0,05 mC 
Acetat-[1-4C] und unter Zusatz von a) 2cm* 3,8proz. Natriumcitrat-Lésung, 
b) 0,2 mg Heparin, c) 0,1 mg Heparin + 2cm* 3,8proz. Natriumcitrat-Lésung 
5 Stdn. bei 37° inkubiert. Nach der Aufarbeitung wurden fiir die Methylester der 
Gesamtfettsiuren folgende spezifischen Aktivitaéten gemessen: a) 705, b) 712, 
c) 698 Imp. - Min.-! - mg-1. 

Die Blutfettsiuren wurden isoliert und der ungesittigte Anteil nach 
Ozonisation oxydativ und reduktiv gespalten. Die beim oxydativen 
Abbau erhaltenen Dicarbonsiuren wurden siulenchromatographisch ge- 
trennt und ihre Aktivititen gemessen (Tab. 1). 

Die Aktivitit findet sich fast ausschlieBlich in der Glutarsiure (vor- 
wiegend aus 45-8.11.14_Kicosatetraensiure [Arachidonsiure]), Bernstein- 
siure (vorwiegend aus A?4-7-10.13.16.19. Docosahexaensiiure) und den 
héheren Dicarbonsiiuren, im wesentlichen Azelainsiiure (aus Ol-, Linol- 
und Linolensiure). Die aus den Mittelstiicken der Kohlenstoffkette 


1 F. Leupold u. G. Kremer, diese Z. 318, 251 [1960]. 

2 E. Klenk, Naturwissenschaften 41, 68 [1954]; diese Z. 302, 268 [1955]; 
E. Klenk u. H. Mohrhauer, ebenda 320, 218 [1960]. 

3 E. Klenk u. G. Kremer, diese Z. 320, 111 [1960]. 

4K.J. Altman u. S.N.Swisher, Nature [London] 174, 459 [1954]; 
A. T. James, J. E. Lovelock u. J. Webb, Biochem. J. 66, 60 P [1957]; Essen- 
tial Fatty Acids, 8. 72, Butterworth & Cie, London 1958. 
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stammende Malonsaure zeigt im Gegensatz dazu nur sehr geringe Akti- 
vitit. Diese Ergebnisse stehen in villiger Ubereinstimmung mit den an 
Leberpolyensiuren erhaltenen Befunden. 


Tab. 1. Spezif. Aktivitaten der Abbaudicarbonsauren ungesattigter Fettsaiuren aus 
menschlichem Vollblut nach Inkubation mit Acetat-[1-!4C]. (Ausbeute in Mol/Mol 
Polyensauren; Radioaktivitat in Imp. - Min.-! - mg-}.) 





Vv Azelainséure Glutarsaure Bernsteinsaéure Malonsaure 
ers. 
Ausb.| Akt. |Ausb.| Akt. Ausb. | Akt. | Ausb.| Akt. 





1 0,54 1275 0,12 655 0,07 532 0,15 28 
2 0,51 4230 0,12 1240 0,08 1195 0,43 63 
3 0,60 5640 0,12 2890 0,06 2290 0,36 85 
4 0,59 3810 0,10 1980 0,08 1620 0,32 68 














Um ein genaues Bild iiber die Aktivititsverteilung zu erhalten, 
wurde ein Teil der ozonisierten Fettsiuren reduktiv gespalten und die 
2.4-Dinitro-phenylhydrazone der Abbaualdehyde nach Klenk und 
Kremer? isoliert, siulenchromatographisch getrennt und die spezif. 
Aktivitaten gemessen. Nach dieser Methode werden nur die Methylenden 
der ungesittigten Fettsiuren erfaBt. 

Die Ergebnisse (Tab. 2) vervollstindigen die Befunde des oxydativen 
Abbaus. Capron- und Propionaldehyd, die aus den Methylenden der 
Polyensaiuren vom Linol- und Linolensiuretyp stammen, weisen — wie 
die Malonsiure des oxydativen Abbaus — nur geringfiigige Aktivitat 
auf, die wahrscheinlich von Spuren der bei der chromatographischen 
Trennung vorablaufenden laingerkettigen Aldehyde verursacht wird. 


Tab. 2. Spezif. Aktivitaten der 2.4-Dinitro-phenylhydrazone (DNPH) der Abbau- 

aldehyde ungesiattigter Fettsiuren aus menschlichem Vollblut nach Inkubation 

mit Acetat-[1-14C] (Ausbeute in Mol/Mol Polyensaéure, umgerechnet auf 100%; 

Radioaktivitaét in Imp. -Min.~1-mg~). In Vers. 3 stand nicht geniigend Material 
zur reduktiven Ozonidspaltung zur Verfiigung. 

















. Versuch 1 Versuch 2 Versuch 4 
DNPH 
Ausb. | Akt. Ausb. Akt. Ausb. Akt. 
Pelargonaldehyd 0,42 410 0,46 985 0,38 1290 
Onanthaldehyd 0,07 695 0,04 1440 0,05 1865 
Capronaldehyd 0,41 19 0,38 27 0,47 43 
Propionaldehyd 0,10 9 0,12 12 0,10 16 


Pelargon- und Onanthaldehyd zeigen als Abbauprodukte der total- 
synthetisierten Monoensiuren (Ol- und Palmitoleinsiure) die weitaus 
stiirkste Aktivitat. Auch die hohe Aktivitit der beim oxydativen Abbau 
anfallenden Azelainsiure stammt vorwiegend aus diesen Monoensiuren, 
die in betrichtlichen Mengen in der Fraktion der ungesittigten Fett- 
siuren enthalten sind. Allerdings kénnen auch Abbau- und Aufbau- 
reaktionen am Carboxylende von Linol- und Linolenséure zur Aktivitat 











F. Leupold und G. Kremer, Bd. 324 (1961) 
der Azelainsiure beitragen, worauf schon James, Lovelock und Webb® 
hinwiesen. Durch ahnliche Prozesse erklirt Klenk? die Restaktivitat 
der Malonsiiure. Die Totalsynthese von Linol- und Linolensiure und der 
von ihnen abzuleitenden Polyensiiuren kann auf Grund der vorliegenden 
Ergebnisse mit einiger Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden. Die 
Befunde zeigen vielmehr, daB die von Klenk sowie von Mead (Lit. s. l.c.") 
entwickelten Vorstellungen iiber die Biogenese der C,9- und C,.-Polyen- 
fettsiiuren aus essentiellen C,,-Vorliiufern uneingeschriinkt auch fiir den 
Menschen zutreffen diirften. 

Im Verlaufe unserer Untersuchungen ergaben sich einige Hinweise, an welche 
Blutelemente die Biosynthese der Fettsiuren gebunden ist. Die Versuche wurden 
unter sonst gleichen Bedingungen an Versuchspersonen mit verschiedener Leuko- 
cytenzahl durchgefiihrt. Tragt man die Gesamtaktivitaét der Fettsiuren gegen die 
jeweilige Leukocytenzahl auf, so ergibt sich eine direkte Proportionalitat (Abb.1). 
Demnach waren die Leukocyten fiir die Fettsiuresynthese im Blut verantwortlich, 
wie auch kiirzlich von mehreren Autoren gezeigt werden konnte®. 
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Fiir ihre Hilfe bei dieser Arbeit, die durch Mittel der Deutschen For- 
schungsgemeinschaft und des Kultusministers des Landes Nordrhein- 
Westfalen unterstiitzt wurde, danken wir Fraulein D. Weber. 


Beschreibung der Versuche 


50 ml frisch entnommenes, heparinisiertes Vollblut wurden unter sterilen Be- 
dingungen mit 15 mg Glucose und 0,23 mC Acetat-[1-4C] versetzt und 5 Stdn. 
unter gelegentlichem Umschiitteln auf 37° gehalten. Gleichzeitig wurden Proben 
zur Erstellung des Differentialblutbildes entnommen. 

Zur Gewinnung der Gesamtlipoide wurde die Versuchslésung nach Ablauf 
der Inkubationszeit in 1500 m/ Athanol eingegossen und die athanolische Lésung 
filtriert. Das Filtrat wurde eingeengt und der Riickstand mit 5proz. methanol. HCl 
gespalten. Die mit Petrolaither extrahierten Ester wurden mit der 30fachen Menge 


5 A.T. James, J. E. Lovelock u. J.P. W. Webb, Biochem. J. 78, 106 
[1959]. 

‘6 A. A. Buchanan, Biochem. J. 75, 315 [1960]; C. E. Rowe, A. C. Allison 
u. J. E. Lovelock, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 41, 310 [1960]; 
P. A. Marks, A. Gellhorn u. C. Kidson, J. biol. Chemistry 285, 2579 [1960]. 
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5proz. methanol. NaOH verseift und nach Abtrennung des Unverseifbaren die 
freien Fettsauren gewonnen. Die Gesamtfettsiuren wurden durch Tiefkihlkristalli- 
sation aus etwa 10proz. Acetonlésung bei —40° in zwei Fraktionen von vorwiegend 
gesittigten und vorwiegend ungesattigten Fettsiuren getrennt. 

Zur Aktivitatsmessung wurde etwa 1 mg Fettsauren in 5 ml Toluol gelést, 
das im Liter 4g 2.5-Diphenyl-oxazol und 0,1 g 1.4-Bis-[5-phenyl-oxazolyl-(2) ]- 
benzol als Scintillationphosphore enthielt, und im Fliissigkeitsscintillationszihler 
(Packard Tri-Carb) gemessen. 

Die Ergebnisse sind in Tab. 3 wiedergegeben. 


Tab. 3. Spezif. Radioaktivitaét (A [Imp.- Min.-!-mg~-1]) und Menge der Fett- 
siuren aus menschlichem Vollblut nach Inkubation mit Acetat-[1-!4C]. In Spalte 1 
und 2 sind die Leukocyten- (nz) und Erythrocytenzahlen (ny) mitaufgefiihrt. 























Gesamt- Gesiattigte Ungesittigte 
Vers. 19-3nz, 10-®ny Fettsaiuren Fettsauren Fettsauren 
Nr. {mm ~-%] [mm -$ ] 
mg A mg A mg A 
1 4,8 4,5 121 1240 | 89 1390 | 28 740 
2 6,0 4,2 95 | 2340 | 69 | 2540] 25 1850 
3 15,6 3,6 127 4160 | 107 4330 19 3260 
4 9,0 5,1 110 | 2810} 74 | 3120] 33 2020 


Zur Ermittlung des Anteils der Polyensaéuren in der Fraktion der ungesit- 
tigten Fettsiuren wurde 1 mg in 0,5 ml 23proz. KOH-Glykol-Lésung 8 Min. bei 
180° erhitzt und die UV-Spektren der isomerisierten Fettsiuren in Methanol auf- 
genommen (Abb. 2 u. Tab. 4). 


Tab. 4. Prozentuale Zusammensetzung des Polyensiuregemisches aus mensch- 
lichem Vollblut, errechnet aus den UV-Spektren (Abb. 2). 








Vers. Nr. Dien Trien Tetraen Pentaen Hexaen 
1 29 5 13 3 7 
2 22 6 | 3 7 
5 20 4 14 2 5 
4 36 8 14 B! 8 











Zum Abbau wurden die ungesattigten Fettsiuren in Hisessig/Methylacetat 1:1 

gelést und bei —10° ozonisiert. ?/, der Ozonidlésung wurden nach Klenk und Bon.- 
gard? mit Perhydrol bei 37° gespalten und das Gemisch der Abbaudicarbonsauren 
siulenchromatographisch getrennt (Abb. 3). 
. Zur Aktivitétsmessung wurden die getrennten Dicarbonsauren in waBrigem 
Athanol gelést, auf Kupferplattchen aufgebracht und im fensterlosen DurchfluB- 
zahlrohr (Frieseke & Hépfner) gemessen. Die Ergebnisse des oxydativen Abbaues 
und die spezifischen Aktivitaéten der Abbauprodukte sind in Tab. 1 zusammen- 
gestellt. 

Der kleinere Teil der Ozonidlésung wurde nach Zugabe von Platinoxyd bei 
—10° bis zur Sattigung hydriert und dann mit 2 mi einer Dinitrophenylhydrazon- 
lésung versetzt. Die Dinitrophenylhydrazone der Abbaualdehyde wurden isoliert 
und, wie 1. c.3 beschrieben, durch Verteilungschromatographie an einer Nitro- 
methan-Kieselgelsiure mit Petrolither getrennt und identifiziert. Nach quanti- 
tativer Bestimmung im Spektrophotometer wurden die Hydrazone ebenfalls auf 
Kupferplattchen aufgetragen und im fensterlosen Zahlrohr gemessen. 


7 KE. Klenk u. W. Bongard, diese Z. 290, 181 [1952]. 
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3,20 ml 0,01n NaOH = 0,36 Mol Malonsaure. 
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In Vers. 3 konnte wegen der geringen Substanzmenge kein reduktiver Ozonid- 
abbau durchgefiihrt werden. 


In Vers. 1 wurden, 5 mg Polyensauren entsprechend, 1,26mg DNPH des 
Pelargonaldehyds (C,) = 0,24 Mol (Mol/Mo? Polyensauren), 0,19 mg DNPH des 
Onanthaldehyds (C,) = 0,04 Mol, 1,09mg DNPH des Capronaldehyds (C,) = 
0,23 Mol, 0,24 mg DNPH des Propionaldehyds (C,) = 0,06 Mol gefunden. 

In Vers. 2 wurden, 4mg Polyenséiuren entsprechend, folgende Werte er- 
halten: 0,93 mg C, = 0,22 Mol, 0,08 mg C, = 0,02 Mol, 0,69 mg C, = 0,18 Mol, 
0,19 mg C, = 0,06 Mol. 

In Vers. 4 ergaben 4 mg Polyensauren: 0,85 mg C, = 0,20 Mol, 0,10 mg C, 
= 0,03 Mol, 0,93 mg C, = 0,25 Mol, 0,17 mg C, = 0,05 Mol. 

Die Ergebnisse der Aktivitaétsmessungen sind in Tab. 2 wiedergegeben. 


Zusammenfassung 


Menschliches Vollblut wurde mit Acetat-[1-!4C] inkubiert und die 
Aktivititsverteilung in den ungesiittigten Fettsiuren untersucht. Die 
Aktivitaétsmessung der beim oxydativen und reduktiven Ozonidabbau 
auftretenden Spaltprodukte ergab, daB die Aktivitiit vorwiegend in den 
vom Carboxylende der Polyensiuren stammenden Dicarbonsiuren ent- 
halten war. Die Malonsiure aus der Mitte der Kohlenstoffketten sowie 
Propion- und Capronaldehyd vom Methylende der Polyensiuren wiesen 
nur sehr geringe Aktivitit auf. Aus den Ergebnissen wird geschlossen, 
da im menschlichen Blut die C,9- und C,,-Polyensiuren wie in der Leber 
aus exogener Linol- und Linolensiure gebildet werden. 


Summary 


Whole human blood was incubated with [1-C]acetate and the 
distribution of radioactivity in the unsaturated fatty acids investigated. 
In oxidative and reductive ozonide degradation, the activity was located 
mainly in the dicarboxylic acids derived from the carboxyl ends of the 
polyenoic acids. Malonic acid from the middle of the carbon chains and 
propionaldehyde and caproaldehyde from the methyl ends had only low 
radioactivity. It is concluded that the C,) and C,, polyenoic acids in 
human blood are synthesised, as in the liver, from exogenous linoleic 
and linolenic acid. 


Priv.-Doz. Dr. F. Lewpold, Medizinische Universitatsklinik, Kéln-Lindenthal. 
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Gleichartiges Verhalten von Reticulin und Kollagen 
gegeniiber Kollagenase 
Von 
Ernst Habermann 
Aus dem Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 7. Februar 1961) 


Im Gegensatz zu dem chemisch und physikochemisch eingehend 
untersuchten! Kollagen ist Reticulin bisher vor allem histologisch und 
histochemisch definiert. Seit Einfiihrung der Versilberungsmethoden ist 
bekannt, daB sich reticulire Fasern damit schwarz, kollagene dagegen 
nur braun impragnieren lassen und daf} sich erstere, ihrer Benennung 
entsprechend, im Gegensatz zu kollagenen Fasern verzweigen. Auch bei 
der Perjodsiure-Schiff-Reaktion fiirben sich reticulire Fasern intensiver 
an. Eine ausfiihrliche Ubersicht iiber das jahrzehntealte Reticulinpro- 
blem und die méglichen Beziehungen zum Kollagen hat Robb-Smith? 
gegeben. 

Die Differenzen zwischen Kollagen und Reticulin lassen verschiedene Deu- 
tungen zu. Bei der Versilberung kénnte der geringere Querschnitt der Reticulin- 
fasern von Bedeutung sein, bei der Perjodsiure-Schiff-Reaktion eine diesen Fasern 
eigene, beim Kollagen nur schwach ausgeprigte Hiille, die elektronenoptisch als 
strukturlose Matrix in Ergcheinung tritt®. Es wurden in Reticulinpraéparaten von 
geringem! und hohem® Reinheitsgrad Kohlenhydrate gefunden, im Nierenreticulin 
3,8—4,7°,, (als Galaktose berechnet). Auch hochgereinigtes Reticulin enthielt noch 
um 10°,, lipoidlésliches Material in relativ fester Bindung’. 

Der Proteinanteil der reticuliren Fasern weist erhebliche Ahnlich- 
keit mit Kollagen auf, so in seiner quantitativen Aminosiurenzusammen- 
setzung® und im elektronenoptischen Bild*: ®. Einen Einblick in die 
Primirstruktur des Proteinanteils im Reticulin versprechen Versuche 
iiber sein Verhalten gegeniiber Kollagenase. Dieses Enzym”* 8 ist aus 
der Kulturfliissigkeit von Clostridium perfringens in immunelektropho- 

1 Vgl.z. B.I. Pendl u. K. Felix in Hoppe-Seyler/Thierfelder: Handbuch 
der physiologisch- und pathologisch-chemischen Analyse IV/1, 8. 450, Springer- 
Verlag, Heidelberg 1960. 

* A. H. T. Robb-Smith, J. Mount Sinai Hosp. 24, 1155 [1957]. 

3 K. Little u. H. Kramer, Nature [London] 170, 499 [1952]. 

4 Rk. E. Glegg, D. Eidinger u. C. P. Leblond, Science [Washington] 118, 
614 [1953]. 

5 G. M. Windrun, P. W. Kent u. J. E. Eastoe, Brit. J. exp. Pathol. 36, 
49 [1955]. 

6 §. G. Tomlin, Nature [London] 171, 302 [1953]. 

7 E. Maschmann, Biochem. Z. 295, 1, 351, 391 [1937/1938]. 

8 R. G. MacFarlane u. J. D. MacLennan, Lancet 1945, 328. 
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retisch einheitlichem Zustand und hoher Aktivitit erhalten worden®. 
Da es gegeniiber anderen Proteinen praktisch unwirksam ist, erscheint 
es gerechtfertigt, den EiweiBanteil aller durch dieses Enzym zerstérbaren 
Fasern als Kollagen zu bezeichnen. 


Nachdem bereits Perfringens-Gesamtgift Kollagen weitaus starker spaltet als 
andere Proteine’, ist es als Ausgangsmaterial zur Kollagenase-Gewinnung geeig- 
neter als etwa Histolyticus-Gift. Das Gesamtgift zerstért auch reticulire Fasern?: 1°; 
es ware jedoch denkbar, da8 nicht Kollagenase, sondern eine spezifische Reticuli- 
nase hierfiir verantwortlich sein kénnte. 

Ware die Primirstruktur von Reticulin verschieden von der des 
Kollagens, so diirfte sie durch hochgereinigte Kollagenase nicht ange- 
griffen werden. Ahnelt oder gleicht sie aber der von Kollagen, so miissen 
unter dem EinfluB hochgereinigter Kollagenase die reticuliren Bestand- 
teile verschiedener Gewebe ihre spezifischen histologischen Eigenschaften 
verlieren. Auch isoliertes Reticulin sollte dann gegeniiber gereinigter 
Kollagenase empfindlich sein. Seine Abbauprodukte sollten bei Anwen- 
dung des ,,fingerprint“‘-Verfahrens das gleiche oder zumindest ein sehr 
iihnliches Muster ergeben wie die von Kollagen. 


Methodik 


Kollagen (in Anlehnung an 1. c.14): Frisch praparierte, in die einzelnen Faden 
zerlegte Rattenschwanzsehnen wurden 4 Stdn. bei Zimmertemperatur mit 0,5mn 
NaH,PO, geschiittelt, wobei die Extraktionsfliissigkeit einmal erneuert wurde. 
Dann wurden sie schnell mit Wasser gewaschen, in etwa 100 ml Wasser suspendiert 
und iiber Nacht geschiittelt. Die resultierende Lésung wurde durch eine Glasfritte 
G 1 gesaugt, mit dem gleichen Volumen 0,05m Phosphatpuffer, pH 6,8, gefallt, der 
Niederschlag mit 0,025m Phosphatpuffer, pH 6,8, nachgewaschen, mit Aceton ent- 
wassert und im Vak. getrocknet. Stickstoffgehalt 16,15°,, Kohlenhydratgehalt (als 
Glucose berechnet) 0,5°. 

Reticulin (in Anlehnung an ec. 1.5): Die mittlere Schicht der Schweinenieren- 
corticalis (durch kombinierte Bindegewebefarbung!? auf Kollagenfreiheit kontrol- 
liert) wurde gefroren, in Scheibchen von etwa 1 mm Dicke geschnitten, zweimal 
mit 0,85proz. NaCl, einmal mit 0,05n NaOH je 15 Min. geriihrt, dann mit dem 
10fachen Vol. 0,05n NaOH im Starmix homogenisiert. Der abzentrifugierte Boden- 
satz wurde in Zentrifugenbechern mit Natronlauge nachgewaschen, dann etwa 
20 Stdn. unter dreimaligem Wechsel mit Natronlauge behandelt. Phasenkontrast- 
mikroskopisch fand man nur zahlreiche zarte, teilweise strumpfartige Membranen, 
die wohl den Basalmembranen der Corticalis-Strukturen entsprechen diirften. Man 
wusch mit Kochsalzlésung, rihrte 20 Stdn. unter zweimaligem Wechsel der Lé- 
sung, wobei die Membranen agglutinierten, schrumpften und mikroskopisch fibrés 
erschienen. Sie waren mit Silber impraignierbar und farbten sich nunmehr — wie 
Kollagen — nach Romeis griin. Man wusch mit Wasser und Methanol, riihrte mit 
Methanol etwa 20 Stdn., wusch mit Chloroform-Methanol und extrahierte im 
Soxhlet damit fiir etwa 3 Stdn. Der Riickstand wurde mit Aceton gewaschen und 


® KE. Habermann, Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Pathol. Pharmakol. 
235, 513 [1959]. 

10 A. H. T. Robb-Smith, Lancet 1945, 362. 

1 i. T. Dumitru u. R. R. Garrett, Arch. Biochem. Biophysics 66, 245 
[1957]. 
12 B. Romeis, Mikroskopische Technik; 15. Auf]. Leibniz-Verlag, Miinchen 
1948. 
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getrocknet. Der gréBte Teil des Trockenpulvers wurde mit der rund 500fachen 
Wassermenge 30 Min. gekocht, abgetrennt und acetongetrocknet. Der Rest wurde 
fiir einen Kontrollversuch (Tab. 3) benétigt. Stickstoffgehalt: 15,8339; Kohlen- 
hydratgehalt: 3,2%. 


Konzentriertes Perfringens-Gift wurde durch Methanolfallung nach I. ¢.% 
aus Kulturfliissigkeit des Stammes BP6K gewonnen (Fraktion PI®). 1 ml enthielt 
die Aktivitét von 1 mg gereinigter Kollagenase (Gelatinespaltung)®. 


Die Hochspannungselektrophorese der Spaltprodukte erfolgte auf 
40 cm breitem Whatman-I-Papier in der Apparatur nach |. c.14 (Laufstrecke 50 cm). 
Wahrend in dem empfohlenen !4 Pyridin-Acetatpuffer, pH 3,7, einige Komponenten 
der Kollagenaseansatze durch starke Tendenz zur Schwanzbildung stérten, wurden 
mit einem Pyridin-Acetatpuffer, pH 5,9 (40 Vol. Pyridin, 6 Vol. 96% Essigsaure, 
Wasser ad 1000), befriedigende Resultate erzielt (Abb. 1—3). Zur praiparativen Ge- 
winnung von Fraktion III und der zwischen III und IV liegenden Teile wurde der 
angegebene Puffer 1: 1 verdiinnt, um bei 3400 V (~ 70 V/cm) diese langsam wan- 
dernden Fraktionen binnen 3 Stdn. besser zu trennen. Fiir analytische Unter- 
suchungen, besonders an schneller wandernden Peptiden, war der verdiinnte Puffer 
weniger geeignet, weil sich die Fraktionen starker verwischten. 


Die Wanderungsgeschwindigkeit der einzelnen Bestandteile inkubierter An- 
sitze wird offenbar durch andere darin enthaltene Komponenten beeinfluBt. Tragt 
man z. B. 0,04 ml Kollagen-Digest (2 mg Substrat) und eine entsprechende Menge 
Reticulin-Digest so nebeneinander auf, da sich die beiden je 4 cm langen Start- 
striche in der Mitte 1 cm weit iiberdecken, so bleibt das aus diesem zentralen Be- 
reich auswandernde Material deutlich gegeniiber den beiden Fliigeln zuriick. Eine 
zweite in diese Richtung weisende Beobachtung wurde bei Reelektrophorese der in 
Substanz isolierten Fraktion III gemacht: sie wanderte nach Isolierung um etwa 
10°, schneller als im Verband des Gesamtgiftes. Ahnlich wandern die unter II zu- 
sammengefaBten Fraktionen aus Kollagen-Digest stets etwas schneller als aus 
Reticulin-Digest (Abb. 1 und 2). Sie entsprechen einander in Qualitaét und Intensitat 
der Anfarbung sowie in ihrer chromatographischen Zusammensetzung (Abb. 3) so 
weitgehend, da8 wir nach Kenntnis der iibrigen Beispiele eine Identitat auch dieser 
Fraktionen aus Kollagen und Reticulin fiir gegeben halten. 


Die Papierchromatographie wurde absteigend iiber Nacht in n-Butanol/ 
Essigsiure/Wasser 4:1: 5 durchgefiihrt, wobei die Front etwa 35 cm weit wan- 
derte. Der Chromatographierkasten wurde mit der komplementiren Phase gesattigt. 


Die Anfarbung erfolgte mit Ninhydrin (0,25 proz. in mit Wasser gesitt. Bu- 
tanol, dem anschlieBend 5°, Collidin zugesetzt wurden); man bespriihte und er- 
hitzte auf 80°. Die Farbintensitat nahm beim Lagern bis zu 4 Wochen erheblich zu. 

Stickstoffbestimmung nach I. c.1. 


Kohlenhydratbestimmung nach I. c.1*. Berechnung als Glucose. 


Histologische Methodik: Stiicke von Mausemukulatur, Mausemilz und 
Rinderlymphknoten wurden gefroren und in 12—15 yw dicke Scheiben geschnitten. 
Diese wurden mit Serum-Glycerin auf Objekttrager geklebt und in einer feuchten 
Kammer mit Gasbrandgesamtgift bzw. seinen Komponenten inkubiert. Anschlie- 
Bend werden die Gitterfasern durch Silberfarbung (G6m 6ri) in der 1. c.1” beschrie- 
benen Modifikation dargestellt. 


13 F. B. Roth u. L. Pillemer, J. Immunology 70, 533 [1953]. 
. 4 A. M. Katz, W. J. Dreyer u. C. B. Anfinsen, J. biol. Chemistry 234, 
2897 [1959]. 
15 C, A. Lang, Analytic. Chem. 30, 1692 [1958]. 
16 W. Fernell u. H. King, Analyst 78, 80 [1953]. 
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Ergebnisse 


1. Histologische Untersuchungen zum Reticulin-Abbau 


Nach Tab. 1 zerstért sowohl konzentriertes Perfringens-Gesamtgift 
als auch die daraus isolierte Kollagenase die mit Silber schwarz im- 
prignierbaren Strukturen von Muskulatur, Milz und Lymphknoten. Ein 
ul Gesamtgiftkonzentrat entspricht hier der Aktivitaét von 10 y Kolla- 
genase. Wenn dagegen bei der Gelatinespaltung (Viskositatstest) 1 yl 
Gesamtgift 1 y Kollagenase aquivalent ist, so darf man aus dieser Ver- 
schiebung der Aktivititsrelation nicht auf die Existenz eines spezifischen 
reticulinspaltenden Enzymes schlieBen, das bei Fraktionierung nur zum 
Teil in die Kollagenasefraktion geraten wiire. Viel wahrscheinlicher ist, 
daB im Falle des Gesamtgiftes andere Enzyme, vielleicht Hyaluronidase 
und Mucinase, das Vordringen von Kollagenase zu den spaltbaren Ge- 
websbestandteilen erleichtern. Fiir die Richtigkeit dieser Deutung 
sprechen die in Tab. 3 wiedergegebenen Befunde: nach Aufschlu8 von 
Reticulin durch Erhitzen ist dessen Spaltbarkeit durch Kollagenase 
stirker erhéht als die durch Gesamtgift. ,,Gelatinisierung‘‘ von Reti- 
culin restituiert also die Aktivitiitsrelation zwischen Gesamtgift und Kol- 
lagenase, wie sie bei der Gelatinespaltung (Viskosititstest) vorliegt. 


2. Quantitative Untersuchungen zum Kollagen- und Reticu- 
lin-Abbau 

Die beiden Substrate sind unter den Inkubationsbedingungen nur 
wenig léslich. Infolgedessen kann festgestellt werden, wieviel hiervon 
durch verschiedene Kollagenasekonzentrationen in lésliche Bestandteile 
aufgespalten wird. 

Aus Kollagen und Reticulin geht bei Inkubation mit Kollagenase 
1:25000 anniihernd die gleiche Stickstoffmenge in filtrierbaren Zustand 
iiber (Tab. 2). Kollagen lést sich dabei bis auf einzelne, sehr zarte Faden, 
so daB man den in Freiheit gesetzten Stickstoff wohl mit dem Kollagen- 
Gesamtstickstoff unserer Praiparate gleichsetzen darf. Es fallt auf, daB 
Reticulin gegen eine zehnfach schwichere Kollagenasekonzentration 
wesentlich empfindlicher ist als Kollagen; man darf diese Tatsache je- 
doch nicht als Argument fiir eine Verschiedenheit beider Substrate ver- 
wenden. Durch das bei seiner Gewinnung erforderliche Erhitzen wird 
Reticulin insbesondere fiir gereinigte Kollagenase, in geringerem Mabe 
auch fiir Gesamtgift aufgeschlossen (Tab. 3). So sind 20 y Kollagenase 
gegeniiber unerhitztem Reticulin nur wenig wirksamer als 1 ul Gesamt- 
gift: eine ahnliche Relation wurde auch bei histologischer Priifung des 
Reticulin-Abbaus (Tab. 1) gefunden. Nach vorherigem Erhitzen des Sub- 
strates sind dagegen bereits 2 y Kollagenase wirksamer als 1 ul Gesamt- 
gift; ein entsprechendes Wirkungsverhiltnis tritt auch bei Testung im 
Gelatineansatz (Viskosititsreduktion) auf. Die Behebung der schein- 
baren quantitativen Differenz zwischen Kollagen- und Reticulin-Abbau 
ist also ein Argument fiir die Gleichartigkeit der beiden Prozesse. 
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6 Stdn. in 0,05m Phosphatpuffer, pH 6,8, mit 0,42% NaCl inkubiert. 
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OE NEG AAA MAT XK MOSpPNatpuller, PH 6,8, inkubiert. 
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Tab. 2. Kollagen- und Reticulin-Abbau durch gereinigte Kollagenase. 20 mg Sub- 

strat in 5 ml 0,025m Phosphatpuffer, pH 6,8, mit bzw. ohne Kollagenase 3 Stdn. 

bei 37° unter gelegentlichem Schiitteln; N-Bestimmung im Filtrat; Reticulin zuvor 
durch Erhitzen von léslichem Kollagen befreit (s. Methodik). 

















Substrat Enzymkonz. mg N freiges. Aussehen 
Kollagen 4-10-5 3,10 gelést 
4-10-6 0,40 gequollen 
Kontrolle 0,075 unverandert 
Reticulin 4-10-5 3,17 } bis auf diinnen 
4-10-6 3,17 Satz gelést 
Kontrolle 0,175 unverandert 


Tab. 3. Erhéhte Angreifbarkeit von Reticulin nach Erhitzen. 4 mg Substrat vor 
bzw. nach Hitzebehandlung + 1 ml Gift(PI)- bzw. Enzymlésung in 0,1m Phosphat- 
puffer, pH 6,8; 3 Stdn. unter gelegentlichem Schiitteln bei 37°; N-Bestimmung im 








Filtrat. 
y N freigesetzt aus Reticulin 
Enzymkonz. ; . 
E unerhitzt erhitzt 
Gesamtgift 10-7 403 575 
10-8 91 400 
10-4 36 175 
Kollagenase 2- 10-5 110 570 
2: 10-6 35 500 
2-10-7 0 295 
Puffer 0 50 











Sollen spiter Gefriertrocknung und Chromatographie erfolgen, so 
ist es ratsam, mit fliichtigen Puffersalzen zu arbeiten. Wir wihlten 
0,2 m Ammoniumacetatpuffer, pH 8,2,.da Kollagenase in diesem Puffer 
die Viskositit von Gelatine noch ausgeprigter minderte als in Phos- 
phatpuffer pH 6,8. Eine Stickstoffbestimmung entfiel wegen der Am- 
moniumionen; bei Ausfiihrung der Folinschen Reaktion mit dem nach 
6 Stdn. Inkubation filtrierbaren Material wurde festgestellt, daB Kolla- 
gen durch Kollagenase 1:25000, erhitztes Reticulin noch durch Kolla- 
genase 1:2500000 komplett gespalten war. 

Zur Gewinnung der Spaltprodukte wurden je 200 mg Rattenschwanz- 
kollagen bzw. Schweinenierenreticulin mit je 20 ml gereinigter Kollagenase 1 : 20000 
in 0,2m Ammoniumacetatpuffer, pH 8,2, und einigen Tropfen Toluol 6 Stdn. unter 
stindigem Schiitteln bei 37° gehalten. Dann wurde filtriert, gefriergetrocknet und 
in 2 ml Wasser aufgenommen. Nach Abzentrifugieren und Nachwaschen mit 
weiteren 2 ml Wasser wog das Unlésliche aus dem Reticulinansatz 2,7 mg, im 
Kollagenansatz waren keine wagbaren Mengen sedimentierbar. — Das Uberste- 
hende wurde spater mit Trichloressigsiure behandelt, um bei Elektrophorese und 
Chromatographie ,,Schwanze‘‘-bildendes Material zu eliminieren. Bei einem Saure- 
gehalt von 8% fielen im Reticulinansatz 15,5 mg, im Kollagenansatz keine wag- 
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baren Mengen aus. Der Niederschlag wurde mit wenig 8proz. Trichloressigsaure- 


siuremengen im Ansatz, die aber die Elektrophorese nicht stérten. Im Kollagen- 
hydrolysat wurden 110%,, im Reticulinhydrolysat 75°, des im Substrat bestimmten 
Kohlenhydrats wiedergefunden. 


3. Elektrophoretische und chromatographische Trennung 
der Spaltstiicke 


Nach kurzdauernder Elektrophorese findet man keine Unter- 
schiede in der Lokalisation und relativen Intensitiat der Spaltstiicke von 
Kollagen und Reticulin (Abb. 1). In beiden Fallen ergibt sich eine 
Unterteilung in vier Gruppen: Einem schnell kathodisch wandernden 
Anteil (I) laufen einige sehr schwache, nicht immer sichtbare Banden 
noch voraus. Eine etwas langsamer wandernde Gruppe (II) zeigt mehrere 
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Abb. 1. Kurzdauernde Hochspannungselektrophorese von Kollagen(K)- und Reti- 
culin(R)-Digest. 
Die aufgetragene Menge entspricht jeweils 2 mg Ausgangsmaterial. Puffer: 40 ml 
Pyridin, 6 ml Essigsiure, Wasser ad 1000 ml. pH 5,9. 2000 Volt, ca. 60 mA; 90 Min. 
Laufzeit. 


Abb. 2. Langerdauernde Hochspannungselektrophorese von Kollagen(K)- bzw. 
Reticulin(R)-Digest 

Wie Abb. 1, jedoch 3 Stdn. Laufzeit. AuBerdem wurde zur Beseitigung der Schwanz- 

bildung im Startbereich mit Trichloressigsiure vorgereinigt (siehe oben) und zur 

Verbesserung der Anfarbung das Produkt aus 3 mg Reticulin aufgetragen. 
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lésung nachgewaschen, das vereinigte Uberstehende etwa 10mal mit Ather unter 
Zusatz einiger Tropfen Ameisensiure extrahiert. Es blieben geringe Trichloressig- | 
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Banden. Zwischen I und II kommt insbesondere beim Reticulin ein 
deutlich gelblich gefiirbter Bereich zum Vorschein, der die erste ,,blaue“ 
Fraktion von II iiberdeckt und scheinbar z. T. verschwinden liBt. Ver- 
mutlich handelt es sich bei diesem ,,gelben“, bei Elektrophorese stark 
schmierenden Material um héhermolekulare, insbesondere dem Reticulin 
anhaftende und bei seiner Spaltung freiwerdende Verunreinigungen. 
Durch Trichloressigsiiurebehandlung der aufzutragenden Lésung 1laiBt 
sich ein Teil davon eliminieren. Bei weitem die Hauptmenge des ninhy- 
drinpositiven Materials erscheint in einer noch langsameren Fraktion 
(III). Der Bereich um den Start ist vor Trichloressigsiiurebehandlung 
verwischt ; anodisch finden sich ebenfalls weniger scharfe, aber bei Reti- 
culin und Kollagen korrespondierende Fraktionen (IV). 


Bei langer dauernder Elektrophorese (Abb. 2) wandern I sowie die 
noch schneller laufenden schwachen Vorfraktionen aus dem Papier. II teilt sich in 
insgesamt 5 Fraktionen, die beim Kollagen etwas scharfer ausgepragt sind und auch 
etwas schneller wandern als beim Reticulin. Aus III lauft eine unscharfe Kompo- 
nente heraus. Sie l4Bt sich ebenso wie eine sehr schwache, langsamere Komponente 
durch Verdoppelung der Elektrophoresendauer von der nach wie vor scharf be- 
grenzten Hauptbande abtrennen. Die beiden zwischen III und dem Start anzu- 
treffenden Fraktionen liegen — wie erst bei langerer Laufzeit deutlich wird — beim 
Kollagen naher am Start als beim Reticulin. Isoliert man sie durch Elution und 
Gefriertrocknung, so entspricht bei nochmaliger Elektrophorese oder Chromato- 
graphie die schnellere der beic-n Kollagenfraktionen der langsameren Reticulin- 


fraktion. Die beiden restii:: =. Fraktionen konnten einander nicht zugeordnet 
werden; hierin muB8 ein quali: » iver Unterschied zwischen Kollagen- und Reticulin- 
spaltprodukten gesehen wer ‘ei. — Die anodisch wandernden Fraktionen (IV) 


setzen sich nach Trichloressigsiurebehandlung scharfer voneinander ab. Bis auf 
geringe quantitative Unterschiede entsprechen sie sich nach Kollagen- wie Reticu- 
linspaltung. 


Trennt man zunichst elektrophoretisch und anschlieBend, 
senkrecht zur ersten Laufrichtung, chromatographisch, so sind die 
resultierenden ,,fingerprints‘‘ oder ,,peptide maps“ der Kollagen- bzw. 
Reticulinhydrolysate deckungsgleich; die oben erwihnten Unterschiede 
in der Nihe des Startpunktes kommen wegen der kiirzeren Laufstrecke 
nicht zur Darstellung. Farbe und relative Intensitit der Flecke sind 
gleich (Abb. 3). Es fallt auf, daB die meisten elektrophoretischen Frak- 
tionen aus Komponenten mit niedrigem Rr-Wert bestehen oder iiber- 
haupt nicht wandern. Méglicherweise sind diese Bruchstiicke relativ 
hochmolekular. Die weitaus stirkste, elektrophoretisch einheitlich er- 
scheinende Fraktion III ergibt dagegen chromatographisch zahlreiche 
Flecken mit héherer Wanderungsgeschwindigkeit, die sich bei Kollagen 
und Reticulin entsprechen. Besser als auf dem fingerprint tritt diese 
Ubereinstimmung hervor, wenn man diese Fraktion aus Pherogrammen 
mit langer Laufzeit eluiert und nach Gefriertrocknung chromatographiert 
(Abb. 4). Ein qualitativer Unterschied findet sich an der mit einem 
Ausrufezeichen markierten Stelle (bei Rr 0,1), wo beim Kollagen, nicht 
aber beim Reticulin eine nach einigen Tagen verschwindende Blaufiar- 
bung sichtbar wird. 
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Abb. 3. Kombination von Elektrophorese und Chromatographie von Kollagen-(a) 
bzw. Reticulin-Digest (b). 
Aufgetragene Mengen aus 2 mg Substrat. Zunachst Elektrophorese (auf dem Bild 
waagrecht) wie Abb. 1, dann Chromatographie (siehe Methodik). Die mit einem 
Kreuz versehenen Flecken farben sich mit Ninhydrin sofort violett bis blau, die 
iibrigen zunachst gelb und erst allmahlich blau. 


Diskussion 


Die argyrophilen Fasern der untersuchten Gewebe (Tab. 1) werden 
durch Perfringens-Gesamtgift wie auch durch gereinigte Kollagenase 
zerstort. Quantitative Unterschiede der Relation Gelatinespaltung/Fa- 
serzerstérung zwischen Gesamtgift und gereinigtem Enzym sprechen 
nicht gegen eine Identitaét von Kollagen und Reticulin. Sie kénnen dar- 
auf zuriickgefiihrt werden, daB die Angreifbarkeit von Reticulin durch 
gereinigtes Enzym bei Erhitzen des Substrates stirker ansteigt, als die 
Empfindlichkeit gegeniiber Gesamtgift. Analog dem Kollagen wird auch 
Reticulin durch Erhitzen fiir proteolytische Enzyme aufgeschlossen. 

Auf Grund der erhaltenen Pherogramme und Chromatogramme 
der Kollagenase-Hydrolysate besteht kein Zweifel mehr daran, da der 
EiweiBanteil des von uns untersuchten Reticulins in die Klasse der 
Kollagene gehért. Die wenigen hervorgetretenen Unterschiede betreffen 
Peptidbanden, die — nach dem firberischen Verhalten zu urteilen — 
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nur wenige Prozent des ninhydrinpositiven Materials enthalten kénnen. 
Die iibrigen rund 30 Banden entsprechen sich in Art und Intensitiat der 
Anfairbung und der Wanderungsgeschwindigkeit so genau, da man die 
Primirstruktur der untersuchten Priiparate von Kollagen und Reticulin 
als nahezu identisch betrachten muB. Die gefundenen kleinen Unter- 
schiede waren fast zu erwarten; denn das verwendete Kollagen stammte 
von der Ratte, das Reticulin dagegen vom Schwein. Sie gehen aber nicht 
iiber Differenzen hinaus, die auch bei Analyse von Kollagenen verschie- 
dener Herkunft mittels Histolyticum-Kollagenase und anschliefender 
Chromatographie!’ gesehen wurden. 

Die von uns erhaltenen Peptidmuster entsprechen den publizierten!’ weit- 
gehend, obwohl Kollagene, Enzyme und Einzelheiten der Methodik differieren. 
Hier wie dort reichern sich die Peptide mit héherem Ry-Wert in einer elektropho- 
retisch einheitlich erscheinenden Fraktion an. 

Die morphologischen Besonderheiten reticulirer Fasern kénnen 
nach den hier dargelegten Befunden nicht mehr auf die Primarstruktur 
ihres EiweiBanteils bezogen werden. Sie diirften ihre Ursache in der 
raumlichen Zuordnung der Kollagenmolekiile, der sie umgebenden Ma- 
trix oder in beidem haben. Unsere mit enzymatischer Methodik erhal- 
tenen Resultate passen zu elektronenoptischen Beobachtungen®, nach 
denen der Unterschied zwischen kollagenen und reticuliren Fasern auf 
der beim Reticulin gréBeren Menge einer strukturlosen Matrix und der 
beim Kollagen vollstindigeren Orientierung der Fibrillen beruht. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir fiir eine Sach- 
beihilfe. 


17 K. Heyns u. G. Legler, diese Z. $21, 184 [1960]. 
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Zusammenfassung 


1. Gereinigte Kollagenase aus Perfringens-Gift zerstért reticulire 
Fasern in Schnitten von Muskulatur, Lymphknoten und Milz. Die An- 
greifbarkeit von gereinigtem Nierenreticulin durch Kollagenase, in ge- 
ringerem Mafe auch durch Gesamtgift, wird durch vorheriges Erhitzen 
erhoht. 


2. Kollagen (aus Rattenschwiinzen) und Reticulin (aus Schweine- 
nieren) liefern nach Spaltung durch Kollagenase bei anschlieBender 
Hochspannungselektrophorese und Chromatographie sich fast véllig ent- 
sprechende Peptidmuster. Der Eiweifanteil des untersuchten Reticulins 
gehort demnach zur Gruppe der Kollagene. 


Summary 


1. Purified collagenase from perfringens toxin destroys the reticular 
fibres in slices of muscle, lymph nodes and spleen. Previous heating 
renders purified kidney reticulin more susceptible to attack by collage- 
nase and, to a lesser extent, by whole toxin. 

2. Collagen (from rat tails) and reticulin (from pig kidney) were 
degraded with collagenase and submitted to high voltage electrophoresis 
and chromatography. The peptide patterns were nearly identical. The 
protein moiety of the investigated reticulin is therefore a collagen. 


Priv.-Doz. Dr. E. Habermann, Institut fiir Pharmakologie und Toxikologie 
der Universitat Wiirzburg, Koellikerstr. 2. 
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Uber die Albumine aus Gerste und Weizen 


(VII. Mitteilung iiber Samenproteine)! 
Von 
Ernst Waldsehmidt-Leitz und Karl HochstraBer* 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Miinchen und der Chemischen 
Abteilung des Heiligenberg-Instituts, Heiligenberg/Baden 


(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Februar 1961) 


Wie alle bisher niher untersuchten Getreideproteine bestehen auch 
die Albuminfraktionen aus Gersten- und Weizenmehl aus mehreren, 
durch ihre Ladung unterschiedenen Komponenten. So haben Kent und 
Macheboeuf? sowohl wie Biserte und Scriban*® im Albumin der 
Gerste elektrophoretisch zwei Einzelkomponenten unterscheiden kénnen 
und auch Ayrapaa und Nihlen‘ geben auf Grund der Ergebnisse einer 
fraktionierten Fallung mit Ammoniumsulfat hier die Existenz mehrerer 
Komponenten an; im Albumin aus Weizen andererseits liegen nach 
Pence und Elder®> 6 Komponenten verschiedener Ladung vor. Die 
Angaben von Pence und Elder kénnen wir bestitigen: Wie aus dem in 
Abb. 1 wiedergegebenen Elektropherogramm ersichtlich ist, lassen sich 
in der in salzfreiem Wasser léslichen Proteinfraktion aus Weizen, dem 
Albumin, 6 bis 7 Einzelkomponenten feststellen, die nach ihrer Beweg- 
lichkeit drei Gruppen zugeordnet werden kénnen und die wir als «,-, X2-, 
X3-, £,-, Bo-, Bs- und y-Komponente bezeichnen. In der Albuminfraktion 
der Gerste kénnen dagegen, wie die Abb. 2 bis 4 erkennen lassen, bis zu 
7 Einzelkomponenten unterschieden werden, gleichfalls nach drei 
Gruppen geordnet, welche indessen nicht immer zugleich in allen Gersten- 
sorten anzutreffen sind oder doch nicht mit Sicherheit nachgewiesen 
werden kénnen; auch wechselt, wie die im Versuchsteil angefiihrte Aus- 
wertung der Diagramme ergibt, das Mengenverhiltnis der Einzelkompo- 
nenten im Albumin mit der Gerstensorte. Dagegen liBt sich, wie wir hier 
nicht eigens belegen, abweichend von den Befunden beim Hordein der 
Gerste® kein merklicher EinfluB der Stickstoffdiingung oder der Stand- 
ortsbedingungen auf das Komponentenverhiltnis im Albumin bei ein 
und derselben Gerstensorte erkennen. 


* Mit Unterstiitzung von Seiten der Deutschen Braugerstengemein- 
schaft und des Vereins zur Férderung der Brauwissenschaft. 

1 VI. Mitteil.: E. Waldschmidt-Leitz u. E. Reicheneder, diese Z. 323, 
124 [1961]. 

2 N.Kentu.M. Macheboeuf, European Brewery Convention, Proc. 1949,S. 1. 

3 G. Biserte u. R. Scriban, Bull. Soc. Chim. biol. 32, 595 [1950]. 

4 T, Ayrapaa u. H. Nihlen, Acta chem. scand. 8, 88 [1954]. 

5 T. W. Pence u. A. H. Elder, Cereal Chem. 30, 275 [1953]. 

6 Siehe dazu E. Waldschmidt- Leitz u. G. Kloos, diese Z. 314, 218 [1959]; 
321, 114 [1960]. 
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Abb. 1. Elektropherogramm von Albumin aus Weizen, Sorte Heine VII. 


Abb. 2—4. Elektropherogramme von Albumin aus Gerste: Sorte Isaria Nova 
(Abb. 2), Sorte Proctor (Abb. 3), Sorte Haisa FI (Abb. 4). 


























Die Albuminkomponenten aus Gerste wie aus Weizen sind von 
denen anderer EiweiBfraktionen, beispielsweise der alkoholléslichen, 
Hordein bzw. Gliadin, oder der Glutenine, dadurch ausgezeichnet, daB 
sie Polysaccharidanteile als integrierende Bestandteile enthalten; dem- 
entsprechend findet man ihren Stickstoffgehalt verhaltnismaBig niedrig. 
Die Existenz von Polysacchariden, nimlich Pentosanen, in der Albumin- 
fraktion des Weizenmehls haben bereits Montgomery und Smith’ 
festgestellt, wihrend in dem als Hemicellulose bezeichneten Kohlen- 
hydrat aus Gerstenmehl von Preece® als Bausteine Glucose, Xylose und 
Arabinose aufgefundert wurden; es liBt sich aber nicht sicher beurteilen, 
ob iiberhaupt diese Polysaccharide, die sich in wiBrigen Ausziigen aus 
dem durch Kochen mit Alkohol denaturierten Getreidemehl fanden, 
ihrer Herkunft nach als Bestandteile von Eiwei8komponenten, etwa der 
Albumine, angesehen werden kénnen. 


Wie in Tab. 1 belegt wird, findet man als Bausteine der Poly- 
saccharidanteile bei allen untersuchten Einzelkomponenten von Gersten- 
wie von Weizenalbumin Glucose neben Xylose und Arabinose, und zwar 
in jeweils verschiedenen Mengenverhiltnissen. Bemerkenswert erscheint 
es, daB der Kohlenhydratanteil der Einzelkomponenten des Gersten- 
albumins sehr groBe Unterschiede, zwischen 4 und 30%, aufweist, 
wihrend demgegeniiber der der Komponenten des Weizenalbumins 
verhiltnismaiBig ahnlich gefunden wird. Es ist indessen noch nicht 
sicher, ob in jeder der Einzelkomponenten das gesamte vorhandene 
Kohlenhydrat einen integrierenden, chemisch gebundenen Bestandteil 
des Proteins darstellt oder ob es nicht zum Teil nur adsorptiv gebunden 
oder als Beimischung vorliegt; diese Méglichkeit ist wenigstens fiir die 





7 R. Montgomery u. F. Smith, J. Amer. chem. Soc. 77, 3325 [1955]. 
8 J. A. Preece, Wallerstein Lab. Commun. 20, 147 [1957]. 
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durch eine sehr geringe Beweglichkeit ausgezeichneten y-Komponenten 
in Betracht zu ziehen, zumal die y-Komponente des Gerstenalbumins 
einen besonders hohen Kohlenhydratanteil aufweist. Andererseits ist 
anzunehmen und zu beriicksichtigen, daB das chemisch an Protein ge- 
bundene Kohlenhydrat auf Ladung und Beweglichkeit der Protein- 
komponente von EinfluB ist. DaB in den Gerstenalbuminen mindestens 
teilweise eine feste chemische Bindung zwischen der Protein- und der 
Kohlenhydratkomponente vorliegt, nimlich eine esterartige zwischen 
einem Aminosdure- und einem Pentoserest, wird in der folgenden Mit- 
teilung bewiesen werden?®. 


Quantitative Bausteinanalysen der Proteinkomponenten der Albu- 
mine aus Gerste oder Weizen sind mit moderner analytischer Methodik 
noch nicht durchgefiihrt worden?°. Wir fiihren die Ergebnisse der Amino- 
siureanalysen nachstehend in Tab. 1 zusammen mit den Analysen der 
Kohlenhydratbausteine an; sie wurden sowohl mit den Gesamtalbu- 
minen wie auch mit den drei x-, dem Gemische der f- sowie der y-Kompo- 
nente des Gerstenalbumins einerseits, der «,-, dem Gemische der f- 
sowie der y-Komponente des Weizenalbumins andererseits ausgefiihrt. 


Der Vergleich der Aminosiurezusammensetzung in den einzelnen 
Komponenten aus Gersten- oder Weizenalbumin lai{t keine so eindeutigen 
Beziehungen zwischen der Ladung bzw. Beweglichkeit der einzelnen 
Komponenten einerseits und ihrem Gehalte an sauren und basischen 
Bausteinen andererseits erkennen, wie solche bei den bisher untersuchten 
Getreideproteinen, dem Hordein™ und dem Glutenin” aus Gerste oder 
dem Gliadin aus Weizen!* beobachtet wurden, der Art, daB z. B. einer 
Abnahme der Beweglichkeit bei saurer Reaktion eine Abnahme des Ge- 
haltes an den Diaminosiuren und eine Zunahme an den Dicarbonséuren 
entsprach. Anscheinend wird bei den Albuminkomponenten die Ladung 
auch durch den Kohlenhydratanteil beeinfluBt, der bei den Prolaminen 
und Gluteninen fehlt. Besonders anzufiihren ist der markante Unter- 
schied im Gehalt von Gersten- und Weizenalbumin an Cystin, das im 
ersteren fast véllig fehlt, sowie der bei den «- und B-Komponenten des 
Weizenalbumins beobachtete Gehalt an Hydroxylysin, das im Gersten- 
albumin nicht gefunden wird. Diese Aminosiure ist anscheinend weiter 
verbreitet, als man urspriinglich annahm, da man ihr Vorkommen auf 
Kollagen beschriinkt fand; denn sie hat sich inzwischen auch in be- 
stimmten Globulinkomponenten des Serums als Baustein nachweisen 


® VIII. Mitteil.: K. HochstraBer, diese Z. $24, 250 [1961], nachstehend. 

10 §. dazu die weitgehend unvollstandige Bausteinanalyse des ,,Leucosins“* 
aus Weizen bei R. J. Block u. D. Bolling, The Amino Acid Composition of Pro- 
teins and Foods, S. 342, C. C. Thomas, Springfield 1947. 

11 EK. Waldschmidt-Leitz u. H. Brutscheck, diese Z. 311, 1 [1958]; 
E. Waldschmidt-Leitz u. G. Kloos, ebenda $14, 218 [1959]. 

12 V. Mitteil.: E. Waldschmidt-Leitz, R.Mindemann u. L. Keller, 
diese Z., $28, 93 [1961]. 
13 Nach noch unver6ffentlichten Versuchen mit P. Metzner. 
















Tab. 1. Bausteinanalysen der Protein- und der Kohlenhydratanteile der Albumine aus Gerste und Weizen. 


(Angaben bedeuten g in 100 g Albumin.) 
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lassen!4, Bemerkenswert erscheint weiterhin, daB, wie aus den Angaben 
im Versuchsteil hervorgeht, die einzelnen Komponenten des Gersten- 
albumins eine sehr unterschiedliche B-amylatische Aktivitit aufweisen, 
daB diese naimlich fast ausschlieBlich auf die am raschesten wandernde 
«,-Komponente beschrinkt ist; bekanntlich ist die 8-Amylase in Weizen 
und Gerste nach Eigenschaften und Léslichkeitsverhalten als ein Al- 
bumin beschrieben worden?’. 

Die angefiihrten Bausteinanalysen sind fiir einzelne Albumin- 
komponenten, namlich fiir die «,- und die «,.-Komponente des Gersten- 
albumins und die «,- und 6-Komponenten des Weizenalbumins noch un- 
vollstandig, die angewandten Methoden erlauben offenbar nicht alle hier 
vorhandenen Bausteine zu erfassen. Die Ursache fiir diese Fehlbetrage 
ist noch nicht erkennbar, zumal die Reaktionen auf Glucosamin in allen 
Fallen negativ ausfallen und auch die gemessenen geringen Gehalte an 
Phosphorsiure zu deren Erklirung nicht ausreichen. Wir haben uns die 
Aufgabe gestellt, bei der Weiterfiihrung der Arbeit der Aufklirung 
dieser Frage besonders nachzugehen. 


Herrn Hermann Auer sind wir fiir seine Mitarbeit zu besonderem Danke 
verpflichtet. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir ergebenst fiir die 
zur Verfiigung gestellten Mittel. 


Beschreibung der Versuche 


1. Elektrophoretische Analyse und Auftrennung 

Darstellung: Aus 5,0 kg der mit Aceton bei —10° entfetteten Getreide- 
mehle extrahierte man nach Osborne?!® die Albumine zusammen mit den Glo- 
bulinen durch 12stdg. Behandlung mit der dreifachen Menge 10proz. Kochsalz- 
lésung unter Rithren bei pH 7 (eingestellt durch Zusatz von Trinatriumphosphat) 
und isolierte die Proteine durch Sattigen mit Ammoniumsulfat und Zentrifugieren. 
Sie wurden sodann in Wasser suspendiert und 4 Tage gegen dest. Wasser dialysiert, 
wobei sich die Hauptmenge der Globuline abschied; zugleich erfolgte wahrend der 
Dialyse, wie sich durch das Verschwinden der Reaktion mit Jod feststellen lieB, 
ein vollstandiger enzymatischer Abbau der noch beigemengten Getreidestirke. 
Aus der von den Globulinen durch Abschleudern befreiten Lésung wurden die 
Albumine nochmals durch Ammoniumsulfatfallung und nachfolgende Dialyse von 
den letzten Globulinanteilen befreit ; man isolierte sie dann durch Gefriertrocknung. 
Die Ausbeuten an Albumin entsprachen 3,75 g (Gerste), bzw. 7,50 g (Weizen). 

Elektrophorese: Zur Analyse verwandte man eine 2proz. Liésung von 
Gersten-, bzw. Weizenalbumin in Veronalpuffer von pH 7,9 (enth. in 10 /: 29,488 g 
Veronal-Natrium + 19,428 g Natriumacetat - 3 H,O + 150 cm? 0,1n HCl; Ionen- 


14 EK. Waldschmidt-Leitz, G. Bretzel u. L. Keller, Naturwissenschaften 
47, 254 [1960]. 

15 Siehe dazu K. H. Meyer, E. H. Fischer u. A. Piguet, Helv. chim. Acta 
84, 316 [1951]; K. H. Meyer, P. F.Spahr u. E. H. Fischer, ebenda 36, 1924 
[1953]. : 
16 T. B. Osborne, J. Amer. chem. Soc. 17, 539 [1895]; siehe auch T. B. Os- 
borne, The Vegetable Proteins, Longmans, Green & Co., London u. New York 
1924. 
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starke = 0,03), welche wahrend 24 Stdn. gegen eine Pufferlésung der gleichen Kon- 
zentration dialysiert worden war. Die Elektrophorese wurde nach Tiselius in der 
Apparatur Fokal B der Firma Striibin & Co., Basel, durchgefiihrt. Die hierbei fiir 
die Albuminfraktionen aus drei verschiedenen Gersten- sowie einer Weizensorte 
ermittelten relativen Anteile der Einzelkomponenten sind zusammen mit der je- 
weils beobachteten Beweglichkeit in Tab. 2 wiedergegeben. 


Tab. 2. Mengenverhalinisse der Komponenten in den Albuminen aus Gerste und 
Weizen (Angaben bedeuten: A = Anteil (°,), B = Apparente Beweglichkeit, aus- 
gedriickt in 10-5 cm? - Volt~! - Sek.-+). 















































Komponenten : 
Albumin aus Oy Oe Xs B, B, Bs y 
A|B|A|B{A|B/A/ B{A| BIA] B] A| B 
Gerste: 
Isaria Nova | 13 | 7,6 | 26 | 6,6] 11 | 5,5 |7| 3,8 |7{|3,2 |5] 2,1 | 31 | —0,4 
Proctor . .| 13 | 7,6] 14 | 6,9} 12 | 6,1 |7| 4,2 |7|3,4 |}—) — | 47 | —0,3 
HaisaII . .| 21 | 7,7] 31 | 6,9 | 14 | 5,4 |-] — |—-| —-l-] — | 34 | —0,4 
Weizen: 
Heine VII .| 17 | 8,3 | 26 | 6,7 | 11 | 5,8 |6| 4,5 | 7} 3,3 |5| 2,3 | 28 | —0,4 





Die praparative Auftrennung mittels Elektrophorese erfolgte unter den nim- 
lichen Bedingungen. Hierbei fielen die beiden Komponenten von extremer Ladung, 
die «,-, bzw. die y-Komponenten, bereits im ersten Arbeitsgang in elektrophoretisch 
einheitlichem Zustand an; aus den verbleibenden Komponentengemischen konnten 
durch wiederholte Elektrophorese dann die Komponenten «, und «, sowie das 
Gemisch der drei B-Komponenten des Gerstenalbumins gewonnen werden, wahrend 
man sich bei der Auftrennung des Weizenalbumins auf die Isolierung der «,-, der 
B,- + B,- und der y-Komponente beschrankte. Nach der Entfernung des Puffers 
durch Dialyse wurden die Substanzen durch Gefriertrocknung isoliert. 


2. Zusammensetzung der Albuminkomponenten 


Der Stickstoffgehalt der einzelnen Komponenten wurde mittels Mikro- 
Dumas bestimmt, daraus der Proteingehalt durch Multiplikation mit dem Faktor 
6,25 berechnet. Die Bestimmung des Kohlenhydratanteils, bzw. des Gehaltes 
an den einzelnen Monosacchariden erfolgte nach 8stdg. Hydrolyse mit 5n Ameisen- 
siure bei 100° und nach Abtrennung der danach verbliebenen Peptide durch Ad- 
sorption des eingedampften und in In HCl gelésten Hydrolysats an Dowex 50 X4 
in der H®-Form; das zur Vervollstandigung der Hydrolyse nochmals 1 Stde. auf 
dem Wasserbad erwarmte Eluat wurde dann im Vak. zur Trockene eingedampft, 
in wenig 85proz. Methanol gelést und papierchromatographisch analysiert (mobile 
Phase: Butanol/Athanol/Wasser 5:1:4). Die Auswertung erfolgte nach dem ven 
Fischer und Dérfel!? modifizierten Verfahren von Wallenfels, Bernt und 
Limberg?§ mittels Triphenyltetrazoliumchlorids als Reagenz. 

Die B-amylatische Aktivitat bestimmte man nach Noelting und Bern- 
feld’*. Die Priifung auf Glucosamin®”® war in allen Fallen negativ, der Gehalt 
an Phosphorsaéure*! lag stets unter 1°. Die Analysenergebnisse sind in Tab. 3 zu- 
sa sa mmengestellt, die Werte der Kohlenhydratanalyse finden sich in Tab. 1. 


1 F, G. Fischer u. H. Dérfel, diese Z. 297, 164 [1954]. 
. 18 K. Wallenfels, E. Bernt u. G. Limberg, Angew. Chem. 65, 581 [1953]. 
19 G. Noelting u. P. Bernfeld, Helv. chim. Acta 31, 296 [1948]. 
20 W. T. J. Morgan u. D. Aminoff, Nature [London] 162, 579 [1948]. 
21 W. Boguth u. V. Horn, Biochem. Z. 332, 74 [1959]. 
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Tab. 3. Zusammensetzung der Albuminkomponenten aus Gerste und Weizen. 
(Anteile in %; die Amylasewirkung ist ausgedriickt in gebildeten mg Maltose 
pro mg Stickstoff nach 3 Min. Einwirkungszeit?»). 

















Substanz Stickstoff EiweiB Amylase- 
wirkung 
Gerstenalbumin, nicht fraktioniert. . 12,79 79,9 129,2 
a,-Komponente........ 12,27 76,6 212,0 
&-Komponente. ....... 12,80 80,0 — 
&-Komponente. ....... 13,45 83,0 — 
B-Komponente........ 13,89 86,6 28,2 
y-Komponente ........ 10,65 66,5 12,2 
Weizenalbumin, nicht fraktioniert. . 14,48 90,2 — 
a-Komponente. ....... 14,45 90,1 — 
B-Komponente........ 14,28 89,1 — 
y-Komponente........ 14,69 91,6 — 


Die Aminosauren des Proteinanteils wurden nach 24stdg. Hydrolyse der Sub- 
stanzen mit 6n HCl bei 105° und Abdampfen der Salzséiure im Vak. mittels der 
automatisch registrierenden Apparatur nach Hannig”? bestimmt; die Ergebnisse 
sind in Tab. 1 verzeichnet. 

Zusammenfassung 

In der Albuminfraktion aus Gerste lassen sich bis zu sieben, in der 
aus Weizen sechs Einzelkomponenten elektrophoretisch unterscheiden ; 
das Mengenverhaltnis der Komponenten zeigt bei verschiedenen Gersten- 
sorten groBe Unterschiede. Alle Albuminkomponenten enthalten Poly- 
saccharid als integrierenden Bestandteil; es ergibt bei der Hydrolyse 
Glucose, Xylose und Arabinose. Das Polysaccharid liegt mindestens teil- 
weise in fester chemischer Bindung am Protein vor, sein Anteil weist bei 
den Komponenten des Gerstenalbumins grofe Unterschiede auf; das 
nimliche gilt fiir deren f-amylatische Wirkung. Die an den Einzel- 
komponenten des Gersten- und Weizenalbumins durchgefiihrten quanti- 
tativen Bausteinanalysen ergeben gleichfalls markante Unterschiede in 
der Zusammensetzung der Protein- wie der Polysaccharidanteile. 


Summary 


The albumin fraction of barley can be separated into at least seven 
components by electrophoresis, and the albumin fraction of wheat into 
at least six. The ratio and quantities of these components show large 
differences between different strains of barley. All the albumin compo- 
nents contain polysaccharide ; glucose, xylose and arabinose are produced 
by hydrolysis. At least some of the polysaccharide is bound chemically 
to the protein and its quantity varies greatly for each barley albumin 
component. The f-amylase activity is also very different for each com- 
ponent. Analysis of the separate components of barley and wheat al- 
bumins shows marked differences in the composition of both the protein 
and the polysaccharide moieties. 


Prof. Dr. Ernst Waldschmidt-Leitz, Institut fiir Organische Chemie der 
Technischen Hochschule, Miinchen 2, Arcisstr. 21. 


22 K. Hannig, Clin. chim. Acta 4, 51 [1959]. 
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Uber die Bindungsart von Kohlenhydrat an Protein 
in Gerstenalbumin 
Isolierung von 4-L-Alanyl-D-xylopyranose als Briickenglied 


VII. Mitteilung iiber Samenproteine in der Untersuchungsreihe 
4 P 8 
von E. Waldschmidt-Leitz und Mitarbeitern)! 


Von 
Karl Hochstra8er 


Aus dem Institut fiir Organische Chemie der Technischen Hochschule Miinchen 
und der Chemischen Abteilung des Heiligenberg-Instituts, Heiligenberg/Baden 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Februar 1961) 


Als Bindungsart zwischen Protein und Kohlenhydrat in Gluco- 
proteiden wird neben ionischer Bindung im wesentlichen eine kovalente, 
glucosidische Bindung zwischen Aminosiurecarboxyl und Zucker bzw. 
eine Peptidbindung mit der Aminogruppe von Hexosamin diskutiert. 
Nach Abbau des Proteinanteils gelang die Isolierung von Glucopeptiden 
aus verschiedenen Materialien?. In der Mehrzahl der Beispiele erfolgt die 
Bindung des Kohlenhydratanteils iiber die Carboxylgruppe des Peptid- 
anteils, wihrend Akabori und Tsugita® fiir Taka-Amylase eine gluco- 
sidische Bindung vermittels der OH-Gruppe des Serins nachweisen 
konnten. Der an der Bindung beteiligte Monosaccharidbaustein konnte 
in keinem Fall bestimmt werden. 

Bei den Kohlenhydratanalysen der Gerstenalbumine wurde nun 
gefunden, daB der bei der Ameisensiiurehydrolyse auftretende Reduk- 
tionswert in zwei Teilbetrage zerfaillt. Ein Teil kann neutralen Oligo- 
sacchariden zugeordnet werden, der Rest zeigt polaren Charakter und 
ist an sauren Jonenaustauschern adsorbierbar (Abb. 1). 

Die Tatsache der Saurebestindigkeit lie} ein mit Kohlenhydrat ver- 
estertes Proteinbruchstiick erwarten. Bei der Fraktionierung eines mit 
Trypsin gespaltenen Ameisensiurehydrolysates an Amberlite IRC 50 
(Abb. 2), konnte eine ninhydrinpositive, basische und reduzierende nicht 
mit Hexosamin identische Substanz isoliert werden. 


1 VII. Mitteil.: ™. Waldschmidt-Leitz u. K. HochstraBer, diese Z. 324, 
243 [1961], voranstenend. 

2 F. R. Bettelheim-Jevons, Advances Protein Chem. 18, 58 [1959]; 
L. W. Cunningham, B. J. Nuence u. R. B. Nuence, Biochim. biophysica Acta 
[Amsterdam] 26, 660 [1957]; F. R. Jevons, Nature [London] 181, 1346 [1958]; 
K. Komo u. K.J. Altman, ebenda 181, 994 [1958]; J. W. Rosevaer u. E. L. 
Smith, J. Amer. chem. Soc. 50, 250 [1958]; H. Nitschmannu. R. Henzi, Helv. 
chim. Acta 42, 1958 [1959]; F. Micheel u. F. Suthans, Naturwissenschaften 45, 
188 [1958]. 
3 §. Akabori u. A. Tsugita, J. Biochemistry [Tokyo] 46, 695 [1959]. 











61) Bd. 324 (1961) Samenproteine, VIII 951 






























































| 06 a * 7 | Abb. 1. Reduktionswert- 
E Entwicklung von Gersten- 
995 albumin im Verlauf der 
0,4 Ameisensaiurehydrolyse. 
1. direkt nach der Ameisen- 
oT 7 sdurehydrolyse: 
ed 0,2 lo” 2. nach Behandeln mit 
Dowex 50X4. Differenz zu 
a 1 = adsorbierbarer Reduk- 
tionswert. 
6 12 18 2 
BS eam 
40 
Erg 
CO- 
te, 
Ww. 
05 
rt. . 
len Abb. 2. Fraktionierung von mit 
i Trypsin und Ameisenséure ab- 
_ gebautem Gerstenalbumin an 
id- Amberlite IRC 50. 
cO- N = Farbung mit Ninhydrin 
en (578 mu); R = Reduktionswert 
ite (335 my). 
100 
“a Die alkalische und saure Hydrolyse der in ein Methylosid iiber- 
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nd Osazon, das bei der Totalhydrolyse Alanin und Phenylhydrazin gibt. 

Das durch Dinitrophenylierung gewonnene Derivat enthielt als einzige 
oe und aminoendstindige Aminosiure Alanin. Die Struktur des Binde- 
ia gliedes zwischen Protein und Kohlenhydrat erweist sich danach als die 
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252 
Beschreibung der Versuche 


1. Reduktionswertentwicklung bei der Ameisensiurehydrolyse 


240 mg Gerstenalbumin (Darstellung s. |. c.1) wurden in 240 ml 5n Ameisen 
siure unter RiickfluB erhitzt und stiindlich (ab 10 Stdn. alle 2 Stdn.) 3x je 5 m/ 
Lésung entnommen. Die Proben wurden im Vak. zur Trockne gebracht. In Probe 
wurde der Gesamtreduktionswert mit 3.5-Dinitro-salicylsiure* bestimmt. Probe £ 
und 3 wurden mit Dowex 50X4 (H®-Form) deproteinisiert und der verbleibend« 
Reduktionswert ohne und nach weiterer 2stdg. Hydrolyse mit In HCl bestimmt 
(Abb. 1). 

2. Isolierung der 4-L-Alanyl-p-xylopyranose 

100 mg Albumin wurden in 100 m/ 5n Ameisenséure 12 Stdn. unter Riickflu8 
gekocht und nach dem Eindampfen in 100 mi Wasser suspendiert. Der pH-Wert 
wurde mit verd. NaOH auf 8 eingestellt und bei 37° 1 mg krist. Trypsin zugegeben. 
Wahrend der Spaltung (24 Stdn.) wurde der pH-Wert konstant gehalten. Durch 
kurzes Erhitzen wurde das Enzym inaktiviert, die Lésung zur Trockne gebracht, 
der Riickstand in 14 ml Citratpuffer, pH 7,0, suspendiert und filtriert. 7 ml der 
dunkelbraunen Lésung wurden auf eine mit Amberlite IRC 50 (in Citratpuffer 
pH 7,0) gefiillten Siule (Lange 60cm, Durchmesser 3 cm) aufgetragen und mit 
dem gleichen Puffer eluiert. Mit Hilfe eines Fraktionsteilers wurden Fraktionen 
von 5 ml aufgefangen, davon 0,5 m/ zur Reduktionswertbestimmung und 0,02 mi 
zur Ninhydrinreaktion in 10-ml-Kélbchen iibergefiihrt und je 2 m/ der Reagenzien 
nach Noelting und Bernfeld‘ bzw. nach Stein und Moore® zugegeben. Die im 
siedenden Wasserbad nach 7 bzw. 30 Min. entwickelten Extinktionen wurden nach 
dem Auffiillen mit Wasser bzw. Propanol/Wasser 1: 1 gegen entsprechende Leer- 
werte im Eppendorf-Photometer bei 578 mu bzw. 335 mu (d = 1 cm) bestimmt 
(Abb. 2). Die Glaser, die das 2. Reduktionswertmaximum zeigten, wurden ge- 
sammelt. 

3. Strukturaufklirung 
a) Uberfiihrung in ein Methyl-glykosid 

Das Material einer gréBeren Anzahl von Elutionsversuchen wurde zur 
Trockne gebracht, 14 Stdn. mit HCl-gesatt. Methanol gekocht, gegen Methylrot 
mit methanol. Natronlauge neutralisiert, eingedampft und mit Pyridin extrahiert, 
wieder eingedampft und schlieBlich in 20 m/ Wasser aufgenommen. Reduktions- 
wirkung konnte nicht mehr nachgewiesen werden, trat jedoch nach kurzer Saure- 
hydrolyse wieder quantitativ auf. 

b) Alkalische und saure Hydrolyse 

1/, des unter a dargestellten Acetals wurde mit 3 ml In Ba(OH), 1 Stde. auf 
dem Wasserbad erwairmt, dann genau mit Schwefelsiure neutralisiert und mit 
In HCl 1 Stde. auf dem sied. Wasserbad erhitzt. Im eingedampften Filtrat wurde 
papierchromatographisch Xylose nachgewiesen und der Rest mit Phenylhydrazin 
(0,5 ml Phenylhydrazin + 1 mi Eisessig) in Xylosazon iibergefiihrt. 

c) Permethylierung des Glykosids 

1/, des Glykosids wurde portionsweise mit 50 ml Dimethylsulfat und 100 ml 
30proz. Natronlauge versetzt. Nach beendeter Reaktion wurde 5mal mit 200 ml 
Ather extrahiert, die Ausziige eingedampft, der Riickstand 1 Stde. mit 10 ml 
In HCl erwarmt. Im Mischchromatogramm (Butanol/Athanol/Wasser 5: 1: 4) 
wurde 2.3-Dimethyl-xylose identifiziert. 

d) Dinitrophenylierung des Glykosids 

1/, des Glykosids wurde mit i ml lproz. waBr. Trimethylaminlésung, 10 ml 
Athanol und 0,1 ml 4-Fluor-1.3-dinitro-benzol versetzt. Nach 1 Stde. wurde aus- 
geaithert. Der Hauptreduktionswert nach der Hydrolyse mit in HCl fand sich in 


4 G. Noelting u. P. Bernfeld, Helv. chim. Acta 81, 285 [1948]. 
5 W.H. Stein u. S. Moore, J. biol. Chemistry 192, 663 [1951]. 
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der atherléslichen Fraktion. Durch Aussalzchromatographie in Citratpuffer konnte 
2.4-Dinitro-phenol abgetrennt werden, da die reduzierende Substanz am Start- 
punkt verblieb. In wassergesatt. Butanol zeigte das Dinitrophenyl-Produkt einen 
Ry-Wert von 0,89 (Identifiziert mit Anilinphthalat oder Triphenyltetrazolium- 
chlorid). Die Totalhydrolyse lieferte neben viel Dinitroanilin nur Dinitrophenyl- 
alanin. 
e) Osazonbildung 
1. Elutionsansatz wurde auf ein Volumen von 1 mi gebracht und 2 ml Kis- 
essig und 1 ml Phenylhydrazin zugegeben. Nach 30 Min. bei 80° und Zugabe von 
2ml Wasser kristallisierte ein dunkelgelbes Osazon. Es wurde mit Wasser ge- 
waschen und getrocknet. Schmp. 125°. 2 mg des Osazons wurden in 5 ml 6n HCl 
24 Stdn. im EinschluBrohr bei 105° hydrolysiert. Im Mischchromatogramm zeigte 
sich mit Ninhydrin ein mit Alanin identischer Fleck und ein gelber Phenylhydrazin- 
fleck. 
Elementaranalyse des Osazons: 
CyoH,;N;0, Ber. C 60,00 H6,26 N 17, 
6 7 


5 
Gef. C 59,66 H6,46 N 17,21 


5 
2 


Zusammenfassung 


Aus einem mit Trypsin gespaltenen Ameisensiurehydrolysat von 
Gerstenalbumin wurde eine basische, reduzierende und ninhydrinpositive 
Substanz isoliert, der die Struktur einer 4-L-Alanyl-D-xylopyranose 
zugeordnet werden konnte. Im Gerstenalbumin liegt somit neben gluco- 
sidisch gebundenem auch esterartig gebundenes Kohlenhydrat vor. 


Summary 


A basic, reducing, ninhydrin-positive substance was isolated from 
a formic acid hydrolysate of barley albumin treated with trypsin. It is 
4-L-alanyl-D-xylopyranose. Barley albumin contains both glucosidic and 
ester-bound carbohydrate. 


Dr. Karl HochstraBer, Heiligenberg-Institut, Heiligenberg/ Baden. 


Hoppe-Seyler‘s Zeitschrift f. physiol. ( hemie, 324 17 
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Bildung von Formaldehyd bei der Aromatisierung 


neutraler Steroide zu phenolischen Steroiden 


Von 
H. Breuer und P. Grill 


Aus der Chemischen Abteilung der Chirurgischen Universititsklinik und Poliklinik Bonn 
(Direktor: Prof. Dr. A. Giitgemann) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 25. Mirz 1961) 


Bereits vor 25 Jahren auBerten Steinach und Mitarbeiter’? auf 
Grund klinischer und experimenteller Untersuchungen die Vermutung, 
daB mannliche Hormone im Organismus zu weiblichen Hormonen um- 
gewandelt werden kénnen. Der endgiiltige Beweis fiir diese Annahme 
wurde jedoch erst vor einigen Jahren erbracht, als etwa zur gleichen Zeit 
und unabhangig voneinander Baggett und Mitarbeiter* sowie Wotiz 
und Mitarbeiter* nach Inkubation von radioaktiv markiertem Testosteron 
mit Ovarialgewebe-des Menschen die Bildung von markiertem Ostradiol- 
(178) und Ostron beobachteten. Kurz darauf konnte Meyer zeigen, da8 
19-Hydroxy-A‘-androstendion-(3.17) mit ungefihr gleicher Geschwin- 
digkeit wie 44-Androstendion-(3.17) durch Placenta- und Nebennieren- 
gewebe sowie durch Follikelfliissigkeit zu Ostron umgewandelt wurde. 
Diese Versuche sprachen fiir eine wichtige Rolle der 19-Hydroxy- 
verbindung bei der Abspaltung der C-19-Methylgruppe. Inzwischen ist 
19-Hydroxy-A‘-androstendion-(3.17) von Longchampt und Mitar- 
beitern® als Zwischenprodukt bei der Aromatisierung von A*4-Androsten- 
dion-(3.17) zu Ostron durch menschliche Placenta isoliert worden. Offen- 
bar wird im weiteren Verlauf der Reaktion die 19-Hydroxyverbindung 
zur 19-Oxoverbindung oxydiert, da diese ebenfalls in vergleichbarer Aus- 
beute Ostron liefert’. 

Wihrend also iiber die Initialschritte bei der Aromatisierung hin- 
langlich Klarheit herrscht — nimlich Hydroxylierung der anguliren 
C-19-Methylgruppe und nachfolgende Oxydation zum Aldehyd —, ist 


1 KE. Steinach, H. Kunu. O. Peczenik, Wiener klin. Wschr. 49, 899 [1936]. 

2 E. Steinach u. H. Kun, Lancet 238, 845 [1937]. 

3’ B. Baggett, L. L. Engel, K.Savard u. R.I. Dorfman, J. biol. Che- 
mistry 221, 931 [1956]. 

4 H.H. Wotiz, J. W. Davis, H. M. Lemon u. M. Gut, J. biol. Chemistry 
222, 487 [1956]. 

5 A.S. Meyer, Biochim. biophysica Acta [Amsterdam] 17, 441 [1955]. 

6 J. E. Longchampt, C. Gual, M. Ehrenstein u. R. I. Dorfman, Endo- 
crinology 66, 416 [1960]. 

7 M. Hayano, J. Longchampt, W. Kelly, C.Gual u. R. I. Dorfman, 
Acta endocrinol. Suppl. 51, 699 [1960]. 
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unseres Wissens bisher nicht bekannt, in welcher Form die notwendige 
Abspaltung der Methylgruppe erfolgt. Hierfiir scheinen zwei Méglich- 
keiten zu bestehen. Einmal kénnte die 19-Oxoverbindung Formaldehyd 
abspalten, wobei der Ring A des Steroidmolekiils spontan aromatisieren 
wiirde. Zum anderen wire eine weitere Oxydation der Aldehydgruppe 
zur Carboxygruppe mit anschlieBender Abspaltung von Kohlendioxyd 
denkbar ; dabei entstiinde ein 19-nor-Steroid, das nach Einfiihrung einer 
zusitzlichen Doppelbindung aromatisiert werden kénnte. 

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, daB die angulire Methyl- 
gruppe bei der Umwandlung neutraler C,,-Steroide zu phenolischen 
Steroiden als Formaldehyd abgespalten wird. 


Methodik 


Enzympraparation: Das aromatisierende Enzymsystem in der mensch- 
lichen Placenta ist an die Mikrosomen gebunden®. Die Aufarbeitung des unmittelbar 
nach der Geburt erhaltenen Placentagewebes und die Gewinnung der Mikrosomen- 
fraktion durch fraktioniertes Zentrifugieren erfolgte nach den Angaben von Ryan§. 
Die Mikrosomen wurden bis zum Versuchsbeginn bei —8° bis —10° aufbewahrt. 

Steroide : 44-Androstendion-(3.17) und Testosteron waren Handelspraparate. 
19-Hydroxy- A4*-androstendion-(3.17) wurde nach Ehrenstein und Dinnen- 
berger® dargestellt. 

Inkubation: Die Mikrosomen wurden in 5 ml eines 0,05m Phosphatpuffers, 
pH 7,0, in Gegenwart von TPNH* (C. F. Boehringer & Séhne, Mannheim) mit dem 
jeweiligen Steroid fiir 60 Min. bei 37° in Luft inkubiert. Die Inkubation erfolgte in 
50-ml-Rundkolben, die in einem Thermostaten geschiittelt wurden. Die Steroide 
wurden in kristalliner Form zugesetzt und durch Erwairmen und Schiitteln des 
Phosphatpuffers in Lésung gebracht. 

Nachweis von Formaldehyd: Zur quantitativen Erfassung kleiner 
Mengen (1—10 yg) Formaldehyd erwies sich die Reaktion mit Chromotropsaure 
(1.8-Dihydroxy-naphtalin-3.6-disulfonsaure) als besonders geeignet. Die Farbreaktion 
wurde im wesentlichen nach den Angaben von Bremanis’® durchgefiihrt. Das 
Endvolumen der Farblésung betrug in unseren Versuchen 14 ml. Die Extinktionen 
wurden in 20-mm-Kiivetten bei 570 my in einem Beckman-Spektralphotometer 
Modell DU gemessen. In der Abbildung ist die Eichkurve fiir den Bereich von 
0—10 ug Formaldehyd wiedergegeben. 

Der direkte Nachweis kleiner Mengen Formaldehyd in der Inkubationslésung 
war wegen der stérenden Gegenwart der Mikrosomen, der Steroide und von TPNH 
nicht méglich. Aus diesem Grunde war es notwendig, den Formaldehyd durch 
Wasserdampfdestillation aus der Inkubationslésung auszutreiben. Um Verluste zu 
vermeiden, wurden zum <Auffangen des Formaldehyds zwei hintereinanderge- 
schaltete eisgekiihlte Vorlagen, die je 2 m/ Wasser enthielten, an den Destillations- 
kolben angeschlossen. Als optimale Dauer der Destillation wurden 30 Min. ermittelt. 
Die durchschnittliche Wiederfindung nach Wasserdampfdestillation betrug fir 
2—10 ug Formaldehyd 85—105% (5 Versuche). 

Nachweis der phenolischen Steroide: Die Inkubationslésungen wurden 
mit Ather/Chloroform 3:1 extrahiert, die Extrakte mit Wasser gewaschen, iiber 
Na,.SO, getrocknet und im Vak. eingedampft. Die Riickstiénde wurden zweimal 


* TPNH = hydriertes Triphosphopyridinnucleotid. 

8 K. J. Ryan, J. biol. Chemistry 234, 268 [1959]. 

® M. Ehrenstein u. M. Diinnenberger, J. org. Chemistry 21, 774 [1956]. 
10 EK. Bremanis, Z. analyt. Chem. 180, 44 [1950]. 
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Eichkurve fiir Formaldehyd bei der Chro- 
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der Papierchromatographie im System Formamid/Monochlorbenzol unterworfen. 
Die quantitative Bestimmung von Ostron und Ostradiol-(17 f) erfolgte mit Folin- 
Ciocalteus Reagenz#! nach den Angaben von Knuppen, Breuer und Pangels’’. 
In einigen Versuchen wurden Ostron und Ostradiol-(17 8) von den Papierchromato- 
grammen eluiert, sublimiert!* und durch Schmelzpunktbestimmung sowie durch die 
Aufnahme der Absorptionsspektren bei der Kober-Reaktion’* und bei der 
Schwefelsiure-Wasser-Reaktion?® identifiziert. 


Ergebnisse 


Von den Organen, deren Fahigkeit zur Aromatisierung neutraler 
C,,-Steroide bisher nachgewiesen worden ist, erschien die Placenta des 
Menschen zur Untersuchung der vorliegenden Fragestellung am besten 
geeignet. Wie Ryan gezeigt hat, ist das aromatisierende Enzymsystem 
der Placenta an die Mikrosomen gebunden und erfordert TPNH als 
Cofaktor. Die Verwendung des mikrosomalen Systems bot zwei Vorteile: 
einmal ist die Umwandlungsrate relativ groB, zum anderen handelt es 
sich um ein iibersichtliches System, bei dem die Gefahr, daB etwa ent- 
standener Formaldehyd im Stoffwechsel weiter umgesetzt wird, méglicher- 
weise geringer ist als bei Versuchen ™it Gewebeschnitten oder Homo- 
genaten. 


11 Q, Folin u. V. Ciocalteu, J. biol. Chemistry 73, 627 [1927]. 

122 R. Knuppen, H. Breuer u. G. Pangels, diese Z. 824, 108 [1961]. 

13 vgl. H. Breuer u. E. Kassau, Acta endocrinol. Suppl. 51, 1113 [1960]. 

14 J. B. Brown, J. Endocrinology 8, 196 [1952]; W.S. Bauld, Biochem. J. 
56, 426 [1954]. 

15 W. Dirscherl u. H. Breuer, Z. Vitamin-, Hormon- u. Fermentforsch. 
[Wien] 6, 287 [1954]. 
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Falls die angulire C-19-Methylgruppe tatsiachlich als Formaldehyd 
abgespalten wird, gilt folgende Gleichung: 


Testosteron + 14 0, — Ostradiol-(17 8) + CH,O 


Bei Einsatz von 1 wMol Testosteron (288 wg) und unter der Annahme 
einer 20proz. Umwandlung konnte also mit der Bildung von 30 - 0,2 = 
6,0 ug Formaldehyd gerechnet werden. 

Zunichst war es notwendig, entsprechende Vorversuche auszu- 
fiihren, deren Ergebnisse in Tab. 1 zusammengefaBt sind. Nach 60 Min. 
Inkubation von 5 wg Formaldehyd mit Placentamikrosomen und TPNH 
betrug die Wiederfindung rund 95%. 


Tab. 1. Zusammenstellung der Leerversuche und Wiederfindungsversuche. Der 

Nachweis von Formaldehyd erfolgte nach Wasserdampfdestillation mit Hilfe der 

Chromotropséure-Reaktion. Alle Ansitze wurden 60 Min. bei 37° geschiittelt. 
Die Zahl der Einzelversuche ist in Klammern angegeben. 





Zugesetzte Menge | Nachgewiesene Menge 











Zusammenstellung der Lésung Formaldehyd Formaldehyd 
in ug in ug 
Mikrosomen 0 0 (3) 
(entsprechend 70 mg Protein) 
3,06 mg TPNH 
5 ml Phosphatpuffer 5 4,8 (3) 
2,04 mg TPNH 0 0 (1) 


500 ug A*-Androstendion-(3.17) 
75 ug Ostron 
5 ml Phosphatpuffer 5 4,0 (2) 








2,04 mg TPNH 0 0 (1) 

500 ug Testosteron 
75 ug Ostradiol-(17 £) 
5 ml Phosphatpuffer 5 4,5 (1) 











In allen Versuchen wurde der Inkubationskolben bereits wihrend des 60 Min. 
langen Schiittelns bei 37° mit den eisgekiihlten Vorlagen (s. Methodik) verbunden; 
im AnschluB8 an die Inkubation erfolgte dann die Wasserdampfdestillation. Diese 
Anordnung wurde auch bei den Hauptversuchen beibehalten. Von Interesse war 
folgende Beobachtung: Es gelang nicht, Formaldehyd nachzuweisen, wenn die 
neutralen Steroide den Inkubationsansétzen (enthaltend Mikrosomen und TPNH) 
in athanolischer Lésung (Endkonzentration des Athanols 0,2%) zugesetzt wurden. 
Dabei war es gleichgiiltig, ob die Wasserdampfdestillation unmittelbar nach Zusatz 
von Formaldehyd oder nach 60 Min. dauernder Inkubation durchgefiihrt wurde. 
Offenbar kommt es in Gegenwart der Mikrosomen zu einer Reaktion zwischen 
Athanol und Formaldehyd, wobei Formaldehyd dem Nachweis entzogen wird. 
Aus diesem Grunde wurden die Steroide bei den Hauptversuchen stets in kristalliner 
Form zugesetzt. 


Die Ergebnisse der Hauptversuche sind in Tab. 2 zusammengefaBt. 
Nach Inkubation von A‘-Androstendion-(3.17), Testosteron und 19- 
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Hydroxy-A‘-androstendion-(3.17) wurde in allen Fallen Formaldehyd 
nachgewiesen. Der durchschnittliche Umfang der Aromatisierung betrug 
fiir A‘-Androstendion-(3.17) 12% und fiir Testosteron 17%. Eine Er- 
héhung des TPNH-Zusatzes ging erwartungsgemiB mit einer Zunahme 
der Aromatisierung einher. 


Tab. 2. Nachweis von Formaldehyd und phenolischen Steroiden nach Inkubation 

neutraler C,,-Steroide mit Mikrosomen aus menschlicher Placenta. Die Inkubationen 

wurden 60 Min. bei 37° in 5 ml 0,05m Phosphatpuffer, pH 7,0, durchgefihrt. 
Gasphase: Luft. Die Steroide wurden in kristalliner Form zugesetzt. 
































Zugesetzte Menge Nachgewiesene Menge} Mol.- 
[ug] Verh. on 
Steroid TPNH 34,0 |Ostron| Ostt®-| O8*-leicrung 
[ug] [mg] 2 diol- |_ gen [%] 
(17 B) | CH,O 
A*-Androstendion-(3.17). . | 170 | 2,04 | 1,9 | 15 | 0O | 0,88 9 
A*-Androstendion-(3.17). . 200 | 2,04 1,9 16 0 0,94 8 
A‘-Androstendion-(3.17). . | 200 | 3,06 | 4,1 30 0 | 0,81 15 
A*-Androstendion-(3.17). . | 200 | 3,06 | 4,3 35 0 | 0,91 17 
Testosteron ........ 200 | 3,06 3,9 0 32 0,91 16 
Testosteron ........ 200 | 3,06 4,2 0 35 0,92 17 
19-Hydroxy- 4!-androsten- 
dion-(3.17)....... 190 | 3,06 | 3,9 31 0 | 0,88 | 16 
Diskussion 


In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dai bei der Umwandlung 
neutraler C,)-Steroide zu phenolischen C,,-Steroiden Formaldehyd als 
Reaktionsprodukt auftritt. Die Durchfiihrung der Untersuchungen wurde 
wesentlich durch die Tatsache erleichtert, daB der gebildete Formaldehyd 
von den Mikrosomen, an die das aromatisierende Enzymsystem gebunden 
ist, nicht weiter umgesetzt wird. Aus dem molaren Verhiltnis: nach- 
gewiesene Menge Ostrogen zu nachgewiesener Menge Formaldehyd, das 
recht nahe bei dem theoretisch zu erwartenden Wert 1,0 liegt, kann ge- 
schlossen werden, daB der Formaldehyd ausschlieBlich durch Oxydation 
der anguliren Methylgruppe am C-Atom 10 gebildet wurde. 

Die hier beobachteten Mittelwerte fiir die Aromatisierung von A‘- 
Androstendion-(3.17) und Testosteron waren mit 12° bzw. 17% niedriger 
als die von Ryan® und von Finkelstein und Mitarbeitern'® mitgeteilten. 
Die Griinde dafiir sind méglicherweise in der Verschiedenartigkeit des 
Placentagewebes und der Versuchsanordnung zu suchen. Die etwas ge- 
ringere Umwandlungsrate war jedoch fiir die vorliegende Fragestellung 
ohne Bedeutung, da der Nachweis von Formaldehyd im Mittelpunkt des 
Interesses stand. 


16 M. Finkelstein, E. Forchielli u. R. I. Dorfman, J. clin. Endocrinol. 
21, 98 [1961]. 
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Méglichkeiten der Aromatisierung neutraler C,)-Steroide zu phenolischen C,,- 
Steroiden. Der Reaktionsweg a kann als bewiesen gelten. 











I II 
R: =O A‘. Androstendion-(3.17) Ostron 
R: —OH Testosteron Ostradiol-(17 £) 














260 H. Breuer und P. Grill, Bd. 324 (1961) 


Die vorgelegten Ergebnisse lassen den SchluB gerechtfertigt er- 
scheinen, daB die Abspaltung von Formaldehyd auf der Stufe der 19- 
Oxoverbindung erfolgt (Reaktionsweg a im Reaktionsschema). Dennoch 
sei auf zwei weitere Méglichkeiten der Bildung von Formaldehyd im Ver- 
lauf der Aromatisierung eingegangen. So wiire denkbar, daB die 19- 
Hydroxyverbindung Formaldehyd abspaltet (Reaktionsweg b). Das dabei 
entstehende 19-nor-Steroid kénnte dann nach Hydroxylierung* und an- 
schlieBender Wasserabspaltung aromatisiert werden. Dieser Reaktions- 
verlauf diirfte allerdings in den Placentamikrosomen kaum eine Rolle 
spielen, da in diesem System die relative Ausbeute an Ostradiol-(17 f) 
nach Inkubation von 19-nor-Testosteron um 80°% geringer ist als nach 
Inkubation von Testosteron®. Wiirde 19-nor-Testosteron tatsichlich als 
Zwischenprodukt auftreten, so miiBte diese Verbindung zumindest in 
gleichem, wenn nicht sogar gréBerem Umfange wie Testosteron aro- 
matisiert werden. Die zweite Méglichkeit der Abspaltung von Formal- 
dehyd aus einer anderen als der 19-Oxoverbindung erfordert die Ein- 
fiihrung einer Doppelbindung in die 19-Hydroxyverbindung (Reaktions- 
weg c); die dabei entstehende 4!-4-19-Hydroxyverbindung aromatisiert 
dann, wie Ehrenstein und Otto!’ gefunden haben, spontan — mit 
groBer Wahrscheinlichkeit unter Abspaltung von Formaldehyd — zu 
Ostron. Gegen diesen Reaktionsverlauf spricht die Tatsache, daB die zur 
Einfiihrung der Doppelbindung notwendige Hydroxylase in Placenta- 
mikrosomen eine relativ geringe Aktivitat besitzt (vgl. Umwandlung von 
19-nor-Testosteron zu Ostron). Dariiberhinaus lassen auch sterische Uber- 
legungen eine Hydroxylierung der C-Atome 1 oder 2 in Gegenwart der 
19-Hydroxygruppe kaum méglich erscheinen. 

Nach den jetzt vorliegenden Ergebnissen sind an der Aromatisierung 
neutraler C,,-Steroide drei Enzyme beteiligt, die alle in der Mikrosomen- 
fraktion lokalisiert sind: eine 19-Hydroxylase, eine 19-Oxydase und eine 
Desmolase. Weitere Untersuchungen werden zeigen miissen, welche enzy- 
matischen Reaktionen an der Bildung und an der Aromatisierung von 
19-nor-Steroiden beteiligt sind. Diese Frage diirfte von Interesse sein, 
nachdem kiirzlich 19-nor-44-Androstendion-(3.17) aus der Follikel- 
fliissigkeit der Stute isoliert worden ist'*; damit wurde erstmalig ein 
19-nor-Steroid im Tierreich nachgewiesen. 


Die vorliegende Arbeit wurde mit Unterstiitzung des Kultusministeriums 
des Landes Nordrhein-Westfalen durchgefiihrt. Wir danken Herrn Dipl.-Chem. 
B. Fillmann fiir wertvolle Hinweise bei der Bestimmung von Formaldehyd und 
Fri. Gerta Pangels fiir ihre Mitarbeit. Herrn Priv. Doz. Dr. A. Puck, Uni- 
versitats-Frauenklinik Bonn, sind wir fiir die Uberlassung von Placenten zu Dank 
verpflichtet. 


* Ob eine Hydroxylierung am C-Atom 1 oder 2 erfolgt und welche Kon- 
figuration die Hydroxylgruppe besitzt, kann zur Zeit noch nicht mit Sicherheit 
gesagt werden; auf Grund der bisher bekanntgewordenen Reaktionen diirfte die 
2-Hydroxylierung die wahrscheinlichere sein. 

17 M. Ehrenstein u. K. Otto, J. org. Chemistry 24, 2006 [1959]. 
18 R. V. Short, Nature [London] 188, 232 [1960]. 
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Zusammenfassung 


Nach Inkubation von Testosteron, 4*-Androstendion-(3.17) oder 
19-Hydroxy-A‘4-androstendion-(3.17) mit Mikrosomen aus menschlicher 
Placenta in Gegenwart von TPNH wurde neben den entsprechenden 
Ostrogenen Formaldehyd als Reaktionsprodukt nachgewiesen. Die Ver- 
suche sprechen fiir eine Abspaltung der anguliren C-19-Methylgruppe 
als Formaldehyd und damit fiir folgenden Verlauf der Aromatisierung: 
neutrales C,)-Steroid — 19-Hydroxyverbindung > 19-Oxoverbindung 
-> phenolisches C,,-Steroid + Formaldehyd. 


Summary 


After incubation of either testosterone, 44-androstene-3,17-dione or 
19-hydroxy-A‘4-androstene-3,17-dione with human placental microsomes 
in the presence of TPNH, formaldehyde and the corresponding oestrogen 
were detected. The experiments provide evidence for the removal of the 
angular C-19-methyl group as formaldehyde and for the following course 
of aromatisation: neutral C,,-steroid > 19-hydroxy compound -> 19-oxo 
compound -> phenolic C,, steroid + formaldehyde. 


Priv. Doz. Dr. H. Breuer, Chemische Abteilung der Chirurgischen Universitats- 
klinik, Bonn-Venusberg. 
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Zur Kenntnis der Inhaltsstoffe von Viscum album, ID 


Tumorhemmende Inhaltsstoffe 


Von 
0. 8. Selawry, F. Vester, W. Mai und M. R. Schwartz 


Aus dem Medicine A Department des Roswell Park Memorial Institute, Buffalo, N. Y., USA, und 
dem Biochemischen Laboratorium des Instituts fiir Organische Chemie der Universitat 
des Saarlandes, Saarbriicken 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28, Mirz 1961) 


Bereits um Christi Geburt erwihnte Celsus? im Zusammenhang 
mit der Krebsbehandlung u. a. die Mistel, ohne ihr allerdings eine Be- 
deutung zuzumessen. Angaben von Matthiolius® iiber ihre Anwendung 
bei ,,ohrmiitzel und allerley geschwulst‘‘ beziehen sich offenbar nicht 
direkt auf den Krebs, da bei Beschreibungen desselben die Mistel nicht 
erwihnt wird. Dagegen scheinen die Mayas Mittelamerikas dort hei- 
mische, von V.album verschiedene Loranthazeen gegen Tumoren ver- 
wendet zu haben‘. In den zwanziger Jahren dieses Jahrhunderts wurden 
dann Hinweise von Rudolf Steiner® iiber die potentielle anti-neo- 
plastische Wirkung bestimmter Mistelzubereitungen aufgegriffen, die 
zur Herstellung des Injektionspriparates Iscador® fiihrten und die Ent- 
wicklung des Praparates Plenosol’ anregten. Von beiden liegen Berichte 
iiber giinstige Beeinflussung von Tumoren bei Patienten vor®’. Eine 
Nachbehandlung von Genitalcarcinomen mit Iscador nach primarer 
Strahlentherapie fiihrte ebenfalls zu guten Ergebnissen®. 

Eine tumorhemmende Wirkung von Iscador konnte im Mause- und 
Zellkultur-Versuch nicht beobachtet werden?°, eine solche von Plenosol 
nur bei sorgfaltiger intratumoraler Injektion’. Dagegen fiihrte die 


1 J. Mitteil.: F. Vester u. W. Mai, diese Z. 322, 273 [1960]. 

2 A.C. Celsus, ,,De Medicina“, Lib. V, Kap. 18 u. 23, Ubers. v. E. Scheller, 
2. Aufl. Vieweg & Sohn, Braunschweig 1906. 

3 P. A. Matthiolius, ,,Kreutterbuch“, S. 224 u. 277, 2. Aufl. v. I. Camera- 
rium, Frankfurt 1586. 

4 C. Djerassy, persénl. Mitteilung. 

5 R. Steiner, ,,Geisteswissenschaft und Medizin‘‘, S. 189—195, Phil. Anthr. 
Verlag, Dornach/Schweiz, 1920. 

6 Siehe u. a. A. Leroi u. R. Leroi-v. May, Z. Urol. 51, 556 [1958]. 

7 F.E. Koch, Z. ges. exp. Med. 103, 740 [1938]; Z. Krebsforsch. 47, 325 
[1938]. 

8 F. Maythaler u. F. Handel, Dtsch. Med. Wschr. 48, 1320 [1952]; 
L. Rupp u. A. Siegert, Therap. d. Gegenwart 91, 251 [1952]. 

* W. Bickenbach, 32. Tagung Deutsch. Ges. Gyn., Gebh. u. Frhlk. 19, 
93 [1959]. 

10 A. Suchetzky, Dissertat. Univ. Heidelberg 1956; R. Gimmi, Dissertat. 
Univ. Heidelberg 1957; R. Stelter, Dissertat. Univ. Heidelberg 1957. 
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parenterale Verabreichung von einfachen waBrigen Mistelausziigen zur 
Hemmung transplantabler Nager-Tumoren". 

Versuche zur Abtrennung eines tumorhemmenden Prinzips wurden 
erstmals von Chernov erwahnt, der iiber Hemmung eines spontanen 
Mamma-Carcinoms und verschiedener transplantabler Tumoren der 
Maus, der Ratte und des Kaninchens berichtet. Angaben iiber Auf- 
arbeitungsgang und chemische Natur der verwendeten Praparate, Necro- 
melin und Toxomelin, wurden dabei nicht gemacht. Eigene Unter- 
suchungen mit waiBrigen Ausziigen von 27 verschiedenen Loranthazeen 
an transplantablen Miausetumoren erwiesen V.album als die starkst 
wirksame Species?*. Dabei war der ungereinigte PreBsaft von V. album 
(mali) den oben erwihnten Priparaten Iscador und Plenosol iiberlegen 
und einer von Chernov dankenswerterweise iiberlassenen Probe von 
Necromelin zumindest ebenbiirtig. 

Wir haben uns deshalb die Aufgabe gestellt, die tumorhemmenden 
Eigenschaften von V.album niaher zu untersuchen. Die chemische Auf- 
arbeitung sowie die Verfolgung und Anreicherung der wirksamen Frak- 
tionen wurden in Saarbriicken durchgefiihrt, simtliche biologischen 
Teste in Buffalo. Dialyse und Hitze-Inaktivierungen wurden an beiden 
Orten verfolgt. 

Die Darstellung der in V.album enthaltenen freien Aminosiiuren 
ist in der I. Mitteil.1 beschrieben. Beziiglich unabhingig von den vor- 
liegenden Untersuchungen durchgefiihrter Reinigungsversuche am 
pharmazeutischen Institut der Universitat Bonn verweisen wir auf 
Grunthal". 


Methodik 


I. Behandlung des Ausgangsmaterials 

Der gesamte Aufarbeitungsgang wurde mit einer im Februar 1959 in Frank- 
reich von Pirus malus gewonnenen Mistelernte (M/59) durchgefiihrt. Fiir einige 
Versuche wurden auBerdem Anfang Marz 1960 von P. malus, Abies und Tilia ge- 
wonnene Misteln zum Vergleich verwendet; diese sind als M/60, A/60 und T/60 
bezeichnet. Uber Sammlung und Aufbereitung des Mistelmaterials sowie die Her- 
stellung des PreBsaftes wurde bereits ausfiihrlich berichtet?. Zum weitgehenden 
Schutze von Proteinen und Fermentsystemen wurden die weiteren Arbeitsgange 
von zunachst schonenden, rein physikalischen Behandlungen wie Filtrieren, Zentri- 
fugieren und Dialysieren schrittweise auf mehr chemische Eingriffe ausgedehnt, 
wie Extrahieren, Aussalzen, Ausfallungen, Trennungen an Jonenaustauschern und 
stufenweises Erhitzen. 


11 A. Taylor, G. F. McKenna u. H. Burlage, Texas Rep. Biol. Med. 10, 
1062 [1952]; 12, 500 [1954]; 14, 538 [1956]; G. F.McKenna, A. Taylor u. 
A. Carmichael, ebenda 16, 203 [1958]. 

12 W. A. Chernov, Tr. Akad. Nauk. USSR, Vopr. Onkol. 7, 139 [1954]; 
14, 38 [1955]. 

18 Q. 8. Selawry, M. R. Schwartz u. H. Haar, Proc. Amer. Assoc. Cancer 
Res. 8, 62 [1959]; O.S.Selawry, O. K.Cox u. M.R.Schwartz, in Vorbe- 
reitung; O. S. Selawry u. M. R. Schwartz, Proc. Amer. Cancer Res. 3, 267 [1961]. 

14 M.Grunthal, Dissertat. Univ. Bonn, 1959; M.Grunthal, O.S. Se- 
lawry, K. Winterfeld u. M. R. Schwartz, in Vorbereitung. 
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Cancerostatische Wirkung und Toxizitaét der einzelnen Fraktionen wurden 
nach jedem Schritt getestet und so von Anfang an méglichst liickenlos verfolgt. 
Die Teste erfolgten an Mausesarkom 180 in ,,Swiss‘‘-Méusen, wie auch an Zell- 
kulturen von Sarkom 180, Chang-Leber und HeLa. Als Kriterium der cancero- 
statischen Wirkung diente die Relation der Tumorgewichte der behandelten zu den 
unbehandelten Tieren in Prozent (Tumorwachstumswert) bzw. die Dosis 50proz. 
Wachstumshemmung (ID 50) bei Zellkulturen. Die genauen Daten sind unter ,,Bio- 
logische Testung*‘ aufgefiihrt. 

Die Aufarbeitung entwickelte sich einmal aus diesen Ergebnissen, zum andern 
aus unserer Absicht, keine potentiell vorhandene Hemmwirkung durch zu rasches 
Vorgehen zu iiberschlagen oder zu maskieren. Der gesamte Aufarbeitungsgang auBer 
der in einer weiteren Mitteilung zu beschreibenden Auftrennung und Reinigung von 
Proteinen! wurde schematisch dargestellt; die einzelnen Schritte sind im folgenden 
Abschnitt naher beschrieben. 


II. Chemische Aufarbeitung 
(Anreicherung und Einordnung tumorhemmender Inhaltsstoffe) 


a) Voruntersuchung des Pflanzenmaterials (Frakt. 1—10) 

Die luftgetrocknete Gesamtpflanze (1) wie auch Blatter (2), Stengel (3) und 
Beeren (4) wurden pulverisiert, in Mengen von 2,5 g mit 100 mi einer physiolog. 
Kochsalzlésung 2 Stdn. bei 40° extrahiert und der Auszug fiir Tierversuche ver- 
wendet (Tab. 1). Weiterhin wurden der unzentrifugierte PreBsaft (5) und ein bei 
erhéhter Temperatur gewonnener Trockenriickstand desselben (6) mit Frakt. 1 
verglichen. Proben der léslichen Anteile des PreBsaftes wurden durch Filtration 
desselben durch Morton-Filter (10) hergestellt sowie durch 40 Min. langes Zentri- 
fugieren bei 1400 x g und 0° (9). Diese Frakt. 9 enthielt 15° Trockensubstanz. Sie 
diente als Ausgangsmaterial fiir die meisten weiteren Experimente. Die beim Zentri- 
fugieren abgeschiedenen griinen, schlammartigen Zellbestandteile (7) wurden mehr- 
mals gewaschen und im Vak. getrocknet (Frakt. 8, Tab. 2). 

b) Dialyse (Frakt. 11—12) 

Je 10 ml PreBsaft (9) wurden 24 bzw. 48 Stdn. in einem Cellophanschlauch* 
in flieBendem Wasser bei 4—6° dialysiert. Nach 24 Stdn. befanden sich noch 23% 
der léslichen Bestandteile innerhalb der Membran, 77°, auBerhalb. Nach 48 Stdn. 
hatte sich das Verhaltnis auf 17 zu 83 eingestellt. Die fliissige Phase (11) des im 
Schlauch verbliebenen Anteils war ohne den typischen Mistelgeruch und wurde 
von dem wahrend des Dialysierens ausgefallenen Niederschlag durch Zentrifugieren 
abgetrennt. Der Niederschlag wurde zweimal mit je 1 m/ dest. Wasser gewaschen 
und im Vak. bei Zimmertemperatur getrocknet (lla). Der dialysierbare Anteil (12) 
wurde zur Bestimmung des Trockengewichtes lyophilisiert (Tab. 3 sowie Abb. 3). 
ec) Vakuumdestillationen (Frakt. 13—17) 

5 ml PreBsaft (9) wurden 9 Stdn. bei Zimmertemperatur und 15—20 Torr. 
gehalten. 1,1 ml destillierten dabei ab. Das Destillat wurde in zwei Fraktionen 
(14 und 15) aufgefangen. Der gréBte Anteil (0,9 ml) befand sich in der ersten 
Kiihlfalle (0°), der Rest (0,2 mi) in der mit Aceton-Trockeneis gekiihlten Vorlage 
(—40°). Zwei weitere Destillationen wurden unter den sonst gleichen Bedingungen 
im Hochvakuum (10-2 bzw. 10-* Torr) durchgefiihrt, wobei auf die erste Kiihlfalle 
verzichtet wurde. In beiden Fallen destillierten 30°/, der Gesamtmenge (17 und 
17a) vom Riickstand (16 und 16a) ab (Tab. 4). 

d) Erhitzungsexperimente (Frakt. 18—35) 

Je 4 ml (4,20g) PreBsaft wurden unter Riickflu8 10 Min. auf 80° (18), 10 Min. 
auf 100° (19) bzw. 30 Min. auf 100° (20) erhitzt. Die waihrend des Erhitzens gebil- 
deten Niederschlage (0,60 g; 0,45 g; 0,60 g) wurden nach Abzentrifugieren (900 x g, 


* Porenweite 24 A, sowie ,,Cellophan‘‘ (25—80 A) der Firma Kalle AG, Wies- 
baden-Bieberich. 
15 F. Vester, W. Mai, O.S. Selawry u. M. R. Schwartz, in Vorbereitung. 
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10 Min.) von der iiberstehenden Lésung mit Wasser gewaschen und im Exsikkator 
bei Zimmertemperatur getrocknet (24—29). Die Lésungen (21—23) wurden ab- 
zentrifugiert (2300 xg, 60 Min.) und bei 40° und 70 Torr zur Trockne eingedampft 
(30—35). Der Riickstand betrug 0,03 g, 0,18 g und 0,03 g (Tab. 5 sowie Abb. 4). 


e) Proteinfallungen (Frakt. 36—40) 

1. Aussalzen des Gesamtproteinanteils mit Ammoniumsulfat: 2 ml PreBsaft 
wurden mit 4 ml 2,8m (0,68 gesitt.) Ammoniumsulfatlésung bei 0° behandelt und 
die ausgefallten Proteine nach einigem Stehenlassen abzentrifugiert (0,4 g). Ein 
Teil des Sedimentes (37) wurde bei Zimmertemperatur im Vak. getrocknet, ein 
anderer Teil schon vorher zur Entfernung des Ammoniumsulfats dialysiert (37a), 
ein dritter Teil direkt zum Test verwendet (Frakt. 36, Tab. 6). 

2. Acetonfallung: 2 ml PreBsaft wurden bei —10° mit 6 m/ Aceton versetzt. 
Es schied sich eine dunkle Schmiere ab. Die iiberstehende Lésung war schwach 
gelblich. Nach dem Zentrifugieren wurde die abgesetzte schmierige Fallung durch 
nochmaliges Behandeln bei —10° mit 6 m/ Aceton fest (0,14 g; Frakt. 38, Tab. 6). 


3. Denaturierung und Fallung mit Trichloressigsaure (TCE): 2 ml PreB- 
saft wurden mit 2 ml 20proz. TCE bei 0° versetzt und nach einigem Stehenlassen 
die ausgefallten, denaturierten Proteine abzentrifugiert (0,15 g; Frakt. 39). Nach 
dreimaligem Ausschiitteln des Zentrifugats mit je 20 ml nassem Ather zur Ent- 
fernung der TCE wurde dasselbe bei 20° im Vak. vom Ather befreit (Frakt. 40; 
Tab. 6). 

f) Atherextraktionen (Frakt. 41—47) 

1. Neutrale Extraktion: 2 ml PreBsaft wurden mit 2 mi dest. Wasser 
versetzt und dann 3mal mit je 20 ml nassem Ather ausgeschiittelt, die Atherschicht 
wurde verworfen urfd die waiGrige Schicht bei 20° im Vak. wieder von Ather be- 
freit (41). Zur Wiederholung _ der Extraktion in gréBeren Mengen wurden 20 ml 
PreBsaft 9mal mit je 20 mi Ather ausgeschiittelt und jeweils dazwischen zentri- 
fugiert, wobei neben waBriger (41) und Atherschicht (43) (3,45 bzw. 0,02 g Trocken- 
riickstand) eine sich nicht weiter auftrennende gallertartige Mittelschicht (44) mit 
0,20 g Trockenriickstand erhalten wurde, die simtlich vor dem Test auf Tumor- 
hemmung vom Ather befreit wurden (Tab. 7). 

2. Saure Extraktion: Zur Gewinnung des sauren und ammoniakalischen 
Atherauszuges wurden erneut 100g des rohen Pref saftes (5) einschlieBlich Zell- 
bestandteilen mit 8,2 m/ 4n HCl auf pH 3,0 angesauert, 30 Min. bei 1400 x g zentri- 
fugiert, der Niederschlag mit angesiuertem Wasser (pH 3,0) gewaschen und das 
Waschwasser der Hauptmenge zugefiigt. Zur Entfernung der Proteine wurde das 
Zentrifugat bei 0° mit der gleichen Menge 20proz. TCE versetzt. Nach Abzentri- 
fugieren der ausgefallten Proteine wurde 9 Stdn. im Perkolator mit Ather extrahiert. 
Der vom Ather befreite saure Extrakt (45) wurde direkt auf Tumorhemmung 
getestet (Tab. 7). 

3. Ammoniakalischer Atherextrakt: Die waBrige Schicht des sauren 
Atherauszuges wurde zunachst mit 10 ml 4n NH,OH (pH 9,6) versetzt und die 
dabei entstehende Fallung (46) nach Abzentrifugieren getestet. Die iiberstehende 
ammoniakalische Lésung wurde erneut 9 Stdn. mit Ather perforiert und der Extrakt 
(47) nach Entfernung des Athers im Vak. untersucht (Tab. 7). 

g) Ionenaustauscher (Frakt. 48—51) 

Die nach den Atherextraktionen verbliebene waBrige Schicht (193 ml) wurde 
auf eine Dowex-50-Austauschersiule gegeben (s. 1. c.1). Nach Auffangen des sauren 
Durchlaufes (48) wurde die Saule bis zur neutralen Reaktion des Eluates mit dest. 
Wasser gewaschen (49) und auf Aminosauren (neg.) und reduzierende Zucker (pos.) 
gepriift. Die noch in der Saéule enthaltenen freien Aminosiuren wurden dann mit 
4n Ammoniak eluiert und bis zu deutlich alkalischer Reaktion vereinigt (50). Der 
alkalische Nachlauf (51) ergab bereits eine negative Ninhydrinreaktion. Da nur 
Frakt. 49 eine schwache Tumorhemmung bei weiblichen Tieren zeigt, verzichteten 
wir auf eine tabellarische Darstellung der Teste. 
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III. Biologische Testung 
a) Tierversuche 

Frischsaft und fliissige Konzentrate wurden tiefgekiihlt. Zur biologischen 
Testung wurden sie durch Morton-Filter entkeimt und in sterilisierten GefiBen 
bis zu zwei Wochen bei +6° gehalten. Lyophilisierte Proben wurden vor Gebrauch 
in physiol. Kochsalzlésung aufgelést, wo nétig, unter vorsichtiger Anderung des pH. 

Testsubstanzen wurden in einem Volumen von 0,01 ml pro g Maus mit einer 
Tuberkulinspritze intraperitoneal injiziert. Die Dosierung ist jeweils in mg inji- 
zierter Testsubstanz pro kg Maus pro Tag angegeben, auBer wo anders vermerkt. 

1. Toxizitatsversuche: ,,Swiss‘‘-Mause wurden gewogen. Je zwei Tiere 
erhielten je eine Injektion von Dosen zwischen 0,1, 1,0, 5,0, 10,0 und 20,0 mg/kg. 
Wo notig, wurden weitere Dosen verabreicht. Toxische Erscheinungen wurden 
wahrend einer Woche notiert. 30—50°% der héchst tolerierten Einzeldosis wurden 
dann fiir die Tumorversuche verwendet. Untersuchungen auf Nekroseeinheiten 
nach Koch’ werden andernorts berichtet 1‘. 

2. Tumorhemmende Wirkung: Sarkom 180 wurde als Ascitestumor in 
,,Swiss ‘-Mausen des Ha/ICR-Stammes entwickelt. Die Tiere erhielten je 6—7 x 107 
Sarkomzellen subcutan nahe der Axilla in die rechte Flanke injiziert. Am nachst- 
folgenden Tag wurden die Mause ,,blind‘‘ zu je 6 nach Geschlechtern getrennt in 
Kafige verteilt, einzeln gewogen und markiert. Je eine weibliche und mannliche 
Gruppe wurde dann wiederum ,,blind‘* einer bestimmten Behandlung oder der 
Kontrolle zugeordnet. Die Zahl der Kontrollgruppen entsprach der Quadratwurzel 
der experimentellen Gruppen, bestand aber aus mindestens zwei Gruppen jeden 
Geschlechtes auBer im Falle zu geringer Substanzmengen. Am gleichen Tag, d. h. 
einen Tag nach der Tumorimplantation, wurde mit der Behandlung begonnen 
(Tag 1). Die Testsubstanzen bzw. physiol. Kochsalzlésung fiir die Kontrolltiere, 
wurden am l., 2., 4. und 5. Tag verabreicht. Toxische Nebenwirkungen, wie Durch- 
fall, Apathie und Spasmen, wurden tiglich notiert. In Fallen schwerer Toxizitit 
wurde die Behandlung unterbrochen. Am 6. Tag wurden die Tiere getétet. Die 
Tumoren wurden exzidiert und einzeln gewogen (+15 mg). Danach wurden die 
Versuchstiere einzeln gewogen und seziert. AnschlieBend erfuhr der Experimentator 
die Zuordnung der Mause zu den verschiedenen Versuchsproben bzw. zu den Kon- 
trollen. Wenn iiber ein Drittel der Tiere starb, wurden die Versuche meist mit 
geringeren Dosen wiederholt. 

In den Tabellen ist beim Tumorwachstumswert das Geschlecht der Ver- 
suchstiere angegeben; wo diese Angabe fehlt, wurde entweder mit gemischten 
Tiergruppen gearbeitet oder die Angaben gelten fiir beide Geschlechter. 

Als Ma8 der Tumorhemmung ist der Index 100 B/K angegeben, wobei B 
das Durchschnittsgewicht der Tumoren der behandelten, K das Durchschnitts- 
gewicht der Tumoren der Kontrolltiere darstellt. Dieser Tumorwachstumswert 
(TWW) ist der reziproke Wert der Tumorhemmung in Prozent. Werte iiber 70 
liegen innerhalb der biologischen Fehlerbreite der Versuche und werden deshalb 
als ,,insignifikant‘‘ bezeichnet. Werte zwischen 50 und 70 gelten als ,,schwache“ 
unter 50 als ,,starke‘‘ Tumorhemmung. 

Die statistische Auswertung erfolgte nach den a. a. O. mitgeteilten Grund- 
sitzen18, Fiir gleichzeitige Experimente lag die doppelte Standardabweichung (2c) 
vom Tumorwachstumswert innerhalb -+-11%, fiir Experimente zu verschiedenen 
Zeiten innerhalb +15%. 

Angabe von Anderungen des Kérpergewichtes in % des Ausgangs- 
gewichtes erfolgte einerseits als summarischer Anhaltspunkt der Toxizitat, an- 
dererseits, weil Gewichtsverluste per se das Tumorwachstum beeinflussen kénnen?®. 
b) Zellkulturversuche 

Zellkulturversuche wurden gréBtenteils mit Chang-Leber, teils auch mit 
HeLa- und Sarkom-180-Kulturen durchgefiihrt. Zur Ernéhrung diente Eagles 
Medium unter Zusatz von 10% Pferdeserum. Die Zellstémme wurden in gréBeren 


16 ¥. R. White. Cancer Res. 21, 281 [1960]. 
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Flaschen bei 37° kultiviert, in Mengen von je 5x 104 Zellen in 1 ml Kulturfliissig- 
keit in Pyrex-Reagenzglaser (16 x 125 mm) verteilt und unter 5° Neigung bei 37° 
bebriitet. Am folgenden Tag (‘Tag 1) wurde das Zellwachstum unter dem Mikroskop 
kontrolliert, um Kulturen mit geringem Wachstum auszuscheiden. Die iibrigen 
Glaser wurden ,,blind‘t zu je 3—5 den verschiedenen Versuchsgruppen zugeordnet 
und nach einem Zufallsschema in die Reagenzglasgestelle verteilt. ,, Null‘“-Kulturen 
wurden mit Earles Salzlésung gewaschen und zur Bestimmung des anfanglichen 
Proteingehaltes (s. u.) verschlossen im Kiihlschrank aufbewahrt. Die iibrigen Kul- 
turen wurden am l., 2., 3. und 4. Tag mit den zu testenden Praparaten versetzt, 
am 5. Tag mikroskopisch untersucht und abschlieBend mit Earles Salzlésung ge- 
waschen. Die Proteinbestimmung nach Oyama und Eagle?’ diente als MaBstab 
fiir das Zellwachstum. Die statistische Behandlung der Resultate ist a. a. O. 
beschrieben}4, 








Ergebnisse 


Bei der biologischen Testung kam es uns darauf an, alle eventuell 
vorhandenen tumorhemmenden Wirkstoffe selbst in Begleitung 
gréBerer Mengen Ballaststoffe zu erfassen. Deshalb wurde grundsitzlich 
die héchst tolerierte Dosis angewandt. Eine echte Standardisierung der 
untersuchten Fraktionen — auf der Basis konstanter Tumorhemmung 
(z. B. 50%) — wurde zunichst im Zellkulturversuch angestrebt. Da 
dieser jedoch keinen direkten Vergleich mit den Tierversuchen erlaubt 
(vgl. Abb. 4 mit Tab. 5), muBte er fiir den genannten Zweck aufgegeben 
werden. ° 

Eine Standardisierung im Tierversuch auf der Basis konstanter 
Tumorhemmung ging zunichst iiber die uns zur Verfiigung stehenden 
Moéglichkeiten hinaus (4—5facher Miuseverbrauch) und beibt einem 
fortgeschrittenen Stadium der Reinigung vorbehalten. Um trotzdem 
einen gewissen Vergleich zu erlauben, sei auf die Dosis-Wirkungskurven 
verschiedener Mistelproben in Abb. 1 verwiesen. Bemerkenswert ist 
hierbei das langsamere Ansteigen toxischer Nebenwirkungen (Gewichts- 
verlust) im Vergleich zur Tumorhemmung. 

Zur Aufstellung einer allgemeinen Beziehung von Tumor- 
wachstumswert (TWW) und Dosis (Abb. 2) wurden aus mehreren 
solchen Reihentesten von PreBsaft (Abb. 1, M/60) und aktiven Protein- 
fraktionen (Tab. 6) zunichst jeweils vier Dosis-Wirkungskurven unter- 
schiedlicher Skaleneinteilung angefertigt und daraus durch Permuta- 
tion 64 Gesamtkurven mit jeweils 8 MeSpunkten konstruiert. Da die 
generelle Streuung der TWW im Experiment um 11% liegt, wurden die- 
jenigen Kurven, die um iiber 15% von einem der MeBpunkte und um 
iiber 11% von mehreren MeBpunkten abwichen, ausgeschieden. Auf diese 
Weise verblieben noch 5 Kurven von annihernd gleichem Typus. Diese 
wurden auf eine einheitliche Skala iibertragen und aus den nunmehr 
40 Einzelwerten die in Abb. 2 wiedergegebene theoretische Kurve ge- 
mittelt. 

. Um die Berechnung der auf 50proz. Hemmung (TWW = 50) 
basierenden Wirkungszahl der 5.Spalte der Tabellen zu erleichtern, 


17 V.I. Oyama u. H. Eagle, Proc. Soc. exp. Biol. Med. 91, 305 [1956]. 
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Abb. 1. Dosis-Wirkungskurven zweier Mistelproben (PreBsaft M/60 und <A/60). 
Tumorhemmung und Toxizitét (Gewichtsverlust) als nicht-lineare Funktionen der 
Dosis. Bei Verdoppelung der Dosis fallt der Tumorwachstumswert (TWW) im 
mittleren Bereich (30—70%) um durchschnittlich nur 20 Einheiten. 
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Abb. 2. Relation von Tumorwachstumswert (TWW) 

und Dosis (in Dosiseinheiten DE). 
Der Kurvenverlauf wurde aus Reihentesten mit steigenden Dosen ermittelt und 
erméglicht eine fiir hypothetische TWW erforderliche Korrektur der Dosis. Die Be- 
ziehung gestattet einen groben Vergleich der Wirkung verschiedener Proben, sie 
erlaubt jedoch keine dariiberhinausgehenden quantitativen Aussagen. 
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wurden in Abb. 2 100 Dosiseinheiten fiir einen TWW von 50 gewihlt. 
Die Wirkungszahl (WZ) ergibt sich dann aus dem Quotient der dem 
experimentellen TWW entsprechenden Dosiseinheiten (DE) und der 
applizierten Dosis (DA), d.h. WZ = DE/DA. 


Aktivitat verschiedener Pflanzenteile 

In der héchst tolerierten Dosis scheint die Gesamtpflanze etwas 
wirksamer zu sein als die Pflanzenteile (Tab. 1). Deshalb wurde die 
jesamtpflanze (unter Ausschlu8 mehr als dreijahriger Stengel und des 
Senkers) zur weiteren Aufarbeitung verwendet. Ein Vergleich der ein- 
zelnen Pflanzenteile untereinander zeigt fiir die drei Proben M/59, M/60 
und A/60 durchweg geringere Tumorhemmung und Toxizitit bei den 
Blattern. Dariiberhinaus ergeben sich keine GesetzmiBigkeiten. Versuche, 
tumorhemmende Wirkstoffe mit Methanol, Athanol, Propanol, Phenol 
und Glykol zu extrahieren, waren erfolglos und werden deshalb nicht 
mehr besprochen. 


PreBsaft 

Durch Auspressen frischer Pflanzen lieBen sich je nach Ausgangs- 
material und angewandtem Druck zwischen 12 und 38% Saft ge- 
winnen! 13, Dieser PreBsaft (5) sowie entsprechende Proben von A/60, 
M/60 und T/60 sind in ihrer Hemmwirkung den wiBrigenAusziigen ge- 
trockneter Droge um das 30—60fache iiberlegen (Tab. 2). 

Durch scharfes Zentrifugieren (9) oder Filtrieren durch ein Bak- 
terienfilter (10) wurden aus Frakt. 5 etwa 30% unléslicher Bestandteile 
entfernt (aus den Proben A/60, M/60 und T/60 2—5%), ohne dadurch 
die Tumorhemmwirkung wesentlich zu beeinflussen. Die Aktivitat des 
griinen abzentrifugierten Schlammes (7), die rund 1/,) der des PreBsaftes 
betrug, konnte durch mehrmaliges griindliches Waschen und scharfes 
Zentrifugieren in der Kilte auf Null reduziert werden (8) und beruht 
demnach nur auf anhaftendem Prefsaft. Frakt. 8 lost jedoch eine peri- 
toneale Fremdkérperreaktion aus. Etwa 18% der inaktiven wasser- 
unléslichen Bestandteile sind atherléslich. 

Die Tumorwirksamkeit wird durch Gefriertrocknung nicht beein- 
trichtigt (6a). So ergaben z. B. Versuche mit dem bei Zimmertemperatur 
aufbewahrten Lyophilisat Necromelin'® durch zwei Jahre hindurch die 
gleiche Wirksamkeit. Lyophilisierung ist demnach die Methode der 
Wahl zur Aufbewahrung der Proben auferhalb des Gefrierschrankes. 

Dialyse 

Bei der Dialyse befindet sich eine stark tumorhemmende Kompo- 
nente im nicht dialysierbaren Anteil (Retentat; Frakt. 11+1la). Aus 
diesem fiel wihrend des Dialysierens der Niederschlag (11a) aus, in dem 
sich der Hauptanteil dieser Tumorwirkung konzentriert (Tab. 3). 

Das Dialysat enthilt ebenfalls eine, allerdings erst bei 60facher 
Dosis schwach wirksame tumorhemmende Komponente. Diese Ergeb- 
nisse finden sich im Zellkulturversuch bestitigt (Abb. 3): PreBsaft und 
Retentat bewirken etwa gleichen Abfall des Zellwachstums; die Wirkung 
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Tab. 1. Relative Wirksamkeit verschiedener Pflanzenteile. 
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Tab. 3. Dialyse. 
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des Dialysats beginnt dage- 
gen erst bei mehr als 100- 
facher Dosis und nimmt 
dann nur langsam zu. 


Vakuumdestillation 


Vakummdestlilation bei 
Zimmertemperatur fiihrt 
im Gegensatz zur Gefrier- 
trocknung zu Wirkungsver- 
lusten (Tab. 4). Einen Tu- 
morwachstumswert von 
rund 60 zeigten Riickstand 
(13) und Destillate (14, 15) 
einer einfachen Vakuum- 
destillation (15 Torr.). Da- 
bei handelt es sich jedoch 
nicht einfach um eine un- 
vollstiindige Destillation 
der tumorwirksamen Sub- 
stanz. Denn selbst bei 10- 


Torr bleibt noch eine ge- 


wisse Wirksamkeit im 
Riickstand (16) erhalten 
(bei erheblicher Toxizitit) 
wihrend hier das Destillat 
(17) véllig unwirksam ist. 
Bei 10-* Torr geht die tu- 
morhemmende Wirkung 
iiberhaupt verloren. Ob es 
sich dabei um die Tren- 
nung zweier synergistisch 
wirkender Substanzen han- 
delt, bleibt zuniachst offen, 
da die Ergebnisse einer Re- 
kombination von _ Riick- 
stand und Destillat nicht 
eindeutig ausfielen. 


Erhitzungs- 
experimente 
Die stark tumorhem- 
mende Wirkung in vivo 
geht durch Erhitzen des 
PreBsaftes auf 80° (10 Min.) 
und 100° (10—30 Min.) ver- 
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Abb. 3. Cytostatische Wirkung von PreBsaft M/60 vor und nach 48stdg. Dialyse, 
getestet an § 180-Zellkulturen. 


®@ : PreBsaft; O : Dialysat; @ : Retentat. Die drei umrandeten MeBpunkte zeigen 
die Mittelwerte der entsprechenden Kontrollen; die senkrechten Pfeile geben die 
jeweilige Dosis 50proz. Hemmung an. H,,) = optische Dichte der Kultur bei 
660 mu in der Proteinbestimmung nach 1. c.1’. 
loren. Diese Inaktivierung tritt auch dann ein, wenn der Verlust fliich- 
tiger Substanzen durch Arbeiten unter RiickfluB (geschlossenes System) 
verhindert wird (Frakt. 18, 19, 20, Tab. 5). Dariiber hinaus entsteht 
bei den Frakt. 18, 23, 29 und 30 der Eindruck einer wachstumsstei- 
gernden Wirkung auf den Tumor (Tumorwachstumswerte zwischen 115 
und 126), die jedoch’ statistisch nicht signifikant sind. Die Toxizitit 
nimmt beim Erhitzen um das 20—30fache ab. Bei Uberdosierung sterben 
die Tiere unter tonisch-klonischen Spasmen der Extremitiiten. 
Uberraschend war das Ergebnis entsprechender Versuche in Zell- 
kulturen. Diese zeigten nur einen etwa zweifachen Wirkungsverlust nach 
Erhitzen auf 100° fiir 10 Min. und einen etwa sechsfachen Wirkungs- 
verlust nach Erhitzen auf 100° fiir 30 Min. Ein typischer Versuch ist 
in Abb. 4 wiedergegeben. 


Proteinfaillungen 





Die Herstellung der Proteinfraktionen (36—39) geschah zunichst 
,en bloc’ ohne zwischen einzelnen Proteinen zu unterscheiden. Die 
Aktivitit dieser Fraktionen war gegeniiber allen anderen die weitaus 
héchste (Tab. 6). Sie erreichte bei Frakt. 37a mit der Dosis von 0,06 mg/kg 
pro Tag Tumorwachstumswerte von unter 50, bei Frakt. 36 sogar einen 
solchen von 10,6, allerdings mit héherer Dosis. 

Es sollte zunichst festgestellt werden, unter welchen Fallungs- 
bedingungen noch eine Wirkung erhalten blieb, d. h. ob fiir die Wirkung 
ein nativer Zustand der wirksamen Proteinfraktionen erforderlich ist. 
Dies muB sowohl nach den Ergebnissen in Tab. 6 als auch im Prinzip 
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Tab. 4. Vakuumdestillationen. 
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Kontrollen (Mittelwert) 














‘Nuliwerte Mittelwerte) SN 
O7 i “5 0 50 100 500 1000 
f/m <= 


Abb. 4. Einflu8 des Erhitzens auf die cytostatische Wirkung von PreBsaft A/60, 
getestet an S180-Zellkulturen. 
O : Frischsaft; @ : 10 Min. auf 100° erhitzt; @ : 30 Min. auf 100° erhitzt. Die senk- 
rechten Pfeile geben die jeweilige Dosis 5Oproz. Hemmung an. £,,, = optische 
Dichte der Kultur bei 660 my in der Proteinbestimmung nach 1. c.1’. 


Substanzen durch TCE-Fallung aus der wiBrigen Schicht (41) der neu- 
tralen Atherextraktion konnte von dem Uberstand (40) eine entsprechend 
hdhere Dosis als Frakt. 41 appliziert werden, ohne dabei jedoch ent- 
sprechend héhere Tumorhemmung zu erreichen. Toxische Komponenten 
befinden sich demnach hauptsichlich im entfernten Proteinanteil, welcher 
auBerdem noch durch Denaturierung geschwichte tumorhemmende pro- 
teinartige Komponenten enthalten mag. In Ubereinstimmung hiermit ist 
die mittlere Wirkungszahl aus atherunldslichem Saftanteil und Atheraus- 
zug (Wirkungszahl von Frakt. 41 plus der von Frakt. 42 dividiert durch 
2) bedeutend kleiner als die des Frischsaftes. Diese Schwiachung kann nur 
durch Umwandlung (Denaturierung,) nicht aber durch Entfernung der 
wirksamen Komponente, zustande gekommen sein. 

Eine Dosis-Wirkungskurve des sauren Atherextraktes (45) wiirde 
die umgekehrte Kriimmung haben (nach oben konvex) wie diejenigen 
des PreBsaftes oder der Proteine (s. Abb. 1 oder 2). Doppelte Dosis be- 
wirkt nimlich hier eine Reduktion des Wachstums um mehr als die 
Hilfte (s. Tab. 7, Frakt. 45), was auf eine vollig andere Substanzgruppe 
schlieBen liBt. Allerdings ist die Annahme eines solchen weiteren spezi- 
fischen Hemmstoffes mit Vorsicht zu treffen, wenn man die starke 
toxische Wirkung dieser Fraktion (die angewandte Dosis war hoher als 
die LD 50) in Betracht zieht (s. 1. c.18). 

Ammoniakalische Atherextraktionen der verbliebenen wiBrigen 
Schicht fiihrten zu keiner Abtrennung weiterer Wirkstoffe. 
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Ionenaustauscher- 
trennungen 


Frakt. 49, die unter an- 
derem groBe Mengen redu- 
zierender Zucker enthialt, 
besitzt als einzige der Do- 
wex-Eluate schwache can- 
cerostatische Eigenschaf- 
ten. Die Hemmwirkung ist 
dabei mit Sicherheit nicht 
auf Proteine zuriickzufiih- 
ren, noch ist es wahrschein- 
lich, daB sie mit der Hemm- 
wirkung der ebenfalls keine 
Proteine enthaltenden neu- 
tralen und sauren Ather- 
ausziige (42 und 45) iden- 
tisch ist. Hier ist an eine 
dritte wirksame Kompo- 
nente zu denken. Bei einer 
Dosis von 5 mg/kg pro Tag 
betrug der Tumorwachs- 
tumswert 62 (WZ = 13) 
bei weiblichen und 87 
(WZ = 3,8) bei mannlichen 
Tieren. 


Diskussion 


Zweck der vorliegenden 
Arbeit war es, die tumor- 
hemmende Wirkung von 
Viscum album zu lokalisie- 
ren. Diese Aufgabe schien 
lohnend in Anbetracht der 
Aktivitit des Ausgangsma- 
terials: die Hemmwirkung 
des ungereinigten PreBsaf- 
tes liegt im Tierversuch bei 
Sarkom 180 mit 0,3 mg/kg 
pro Tag durchaus im Be- 
reich von heute in der Che- 
motherapie maligner Tu- 
moren angewandten che- 
misch reinen Substanzen 
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wie Methothrexate (3—4 mg/kg pro Tag) und dem Cyclophosphamid 
Endoxan (100—300 mg/kg pro Tag) #*. Ahnlich liegen die Verhialtnisse im 
Zellkulturversuch, wo Vergleiche mit verschiedenen alkylierenden Sub- 
stanzen, Antibiotika, Folsiureanalogen, Purin- und Pyrimidinantago- 
nisten sowie mit Colchicin als Mitosegift vorliegen 1%. 

Eine tumorhemmende Wirkung wurde in drei Substanzgruppen des 
Aufarbeitungsganges gefunden: In den proteinhaltigen Fraktionen, in 
gewissen Atherausziigen und bei den zuckerhaltigen Fraktionen. 

Die stirkste Hemmwirkung bei geringster Dosierung fand sich in 
den Fraktionen mit héhermolekularen, proteinartigen Substanzen, wobei 
einige derselben noch mit starker Toxizitit gekoppelt sind, andere 
weniger. Dementsprechend findet sich bei der Dialyse die stirkste 
cancerostatische Wirkung im nicht dialysierbaren Anteil. In Uberein- 
stimmung hiermit steht die Inaktivierung der tumorhemmenden Wivr- 
kung des PreBsaftes durch Erhitzen. Interessanterweise ist diese Hitze- 
Inaktivierung im Zellkulturversuch weit weniger ausgepragt als im Tier- 
versuch. Daraus ergibt sich, daB Tierversuche im vorliegenden Fall durch 
Zellkulturversuche nicht ersetzbar sind. 

Im Hinblick auf die Anwesenheit proteinartiger tumorhemmender 
Bestandteile sei an das ungewéhnliche Muster der freien Aminoséuren 
der Mistel erinnert!: bei hohem Gesamtgehalt mit allein 40% Arginin 
starke Verminderung bzw. vélliges Fehlen von Cystein, Histidin, Trypto- 
phan, Glutamin und Asparagin; Aminosiiuren, die gerade in gewissen 
Pflanzen mit genetisch bedingten Tumoren erheblich angereichert sind !8. 
Diese Verhialtnisse lassen auf eine besondere enzymatische Steuerung 
des Aminosaurestoffwechsels der Mistel durch in Pflanzen normalerweise 
nicht anzutreffende Proteine schlieBen und weisen damit noch von an- 
derer Seite auf eine ungewéhnliche Komposition der Proteinfraktion 
dieses Halbschmarotzers hin. Studien zur Eingrenzung des Wirkungs- 
mechanismus deuten auf einen neuen, bisher fiir andere wachstums- 
hemmende Substanzen nicht beobachteten Angriffspunkt am Nuclein- 
siiurestoffwechsel. 

Ein erster Hinweis auf die Anwesenheit weiterer und zwar niedrig- 
molekularer Gruppen mit Hemmwirkung ergab sich bereits aus der 
schwachen Aktivitait des Dialysats. So fand sich eine entsprechende 
Hemmwirkung einerseits unter den Atherléslichen Komponenten, 
andererseits in dem die reduzierenden Zucker enthaltenden Ionenaus- 
tauschereluat. Die Destillation im Hochvakuum weist auf eine destil- 
lierbare hemmende Substanz. Identitat mit einer der bereits genannten 
Substanzen ist nicht ausgeschlossen. Auf Grund des chemischen Auf- 
arbeitungsganges ist mithin die Anwesenheit zumindest zweier von- 
einander verschiedener tumorhemmender Substanzen wahrscheinlich. 

Bei einigen Fraktionen (16, 16a, 32, 39, 40, 44) zeigte sich eine teil- 
weise Dissoziation toxischer und cancerostatisch wirkender Kompo- 


18 F. Vester u. F. Anders, Biochem. Z. 382, 396 [1960]; F. Anders u. 
F. Vester, Experientia [Basel] 16, 65 [1960]. 
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nenten. Viscotoxin, ein zuerst von Winterfeld?® isolierter protein- 
artiger Bestandteil der Mistel, kann z. T. fiir die in den Proteinfraktionen 
bestehende Toxizitéit verantwortlich sein. Da es auBerdem im Tier- 
versuch nicht tumorhemmend wirkt", diirfte seine Abtrennung aus der 
Proteinfraktion von Vorteil sein. 

Anfingliche Hinweise auf eine wachstumsférdernde Wirkung ge- 
wisser Fraktionen des erhitzten PreBsaftes waren statistisch nicht 
signifikant und lieBen sich in Wiederholungsversuchen nicht bestatigen. 


Fir die Untersuchungen standen uns Mittel der Deutschen Forschungs- 
gemeinschaft und — dank der Unterstiitzung des Direktors des Instituts fiir 
Organische Chemie der Universitit des Saarlandes, Herrn Prof. Dr. B. Eistert — 
des Fonds der Chemischen Industrie zur Verfiigung. Die biologischen Unter- 
suchungen wurden durch den LS-Grant unterstiitzt. 


Zusammenfassung 


Viscum album (mali) wurde auf tumorhemmende Inhaltsstoffe 
untersucht. Grébere chemische Eingriffe wurden zuniichst vermieden. 
So war es méglich, mehrere z. T. stark cancerostatisch wirkende Kompo- 
nenten zu unterscheiden. Dabei iibertrifft die Wirkung einer Gesamt- 
proteinfraktion diejenige der anderen cytostatisch wirkenden Fraktionen 
und ist an den nativen Zustand der Proteine gebunden. 

Die einzelnen Schritte der Aufarbeitung waren: Voruntersuchung 
des intakten Pflanzenmaterials, Dialyse, Destillationen, Extraktionen, 
Erhitzungen, Fallungen und Trennungen an Ionenaustauschern. Die 
biologische Untersuchung erfolgte an Miausesarkom 180, sowie an Zell- 
kulturen von Sarkom 180, Chang-Leber und HeLa-Zellen. Die Technik 
dieser Teste ist im einzelnen beschrieben. 


Summary 


Viscum album (mali) was found to contain several carcinostatic 
components, the most active one occuring in the native protein fraction. 

The steps of purification included dialysis, distillation, extractions, 
heating, precipitation and separation through ion exchangers. The tumor 
inhibition was tested in Ha/ICR Swiss mice bearing Sarcoma 180 and in 
cell cultures of Sarcoma 180, HeLa and Chang’s liver. 


Dr. F. Vester, Inst. f. Org. Chemie, Universitat des Saarlandes, Saarbriicken 15. 


19 K. Winterfeld u. H. Bijl, Liebigs Ann. Chem. 561, 107 [1948]; s. a. 
G. Samuelsson, Svensk farmac. Tidskr. 62, 169 [1958]. 











Abinderung der Apparatur von van Slyke 


zur volumetrischen Aminogruppen-Bestimmung 


Von 
G. Hoppe-Seyler 


Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Wiirzburg 


(Der Schriftleitung zugegangen am 20. Mirz 1961) 


Zur Bestimmung von primaren aliphatischen Aminogruppen findet die volu- 
metrische Bestimmungsmethode von van Slyke weitgehende Anwendung? ?. 
Bei einer Reihe von Bestimmungen haben wir nun mit einer Versuchsanordnung 
gearbeitet, die insofern abgeaindert wurde, als statt des Schiittelns von Reaktions- 
gefaB und Hempel-Pipette, magnetisch geriihrt wurde. 

Dabei wurden die folgenden vereinfachenden Veranderungen vorgenommen 
(s. Abbildung): In das Reaktionsgefai8 wird ein Magnet mit Polyathylenhiille 
gegeben. Der Hahn am Boden des GefaBes fallt weg. Dadurch ist ein Verspritzen 
der Fliissigkeit in die abfiihrende Kapillare bei vorsichtiger Handhabung nicht zu 
befiirchten. Daher kann auch auf die kugelférmige Erweiterung des Reaktions- 
gefaBes verzichtet werden. Die Verbindung zum Eudiometer (E) stellt wie bei der 
urspriinglichen Anordnung ein kapillares Rohr mit Czako-Hahn (H,; Verbindung 
zum AbfluB8) her. Das Eudiometer mit Greiner-Friedrich-Hahn (H,) und Verbin- 
dung (B,) zum Niveau-GefaiB behalt seine alte Form. — Im Gegensatz zu friiher 











Abgeanderte Apparatur zur Aminogruppenbestimmung nach van Slyke. 
RG = Reaktionsgefa8; AG = AborsptionsgefaB; A = Abflu8; E = Eudiometer; 
B, = Verbindung zum Niveau-GefiB; B, = Verbindung zu einer Birne mit KMnO,- 
Lésung; M = Magnet; S = Polyathylenschlauch-Verbindung. 


1 D. D. van Slyke, Ber. dtsch. chem. Ges. 43, 3170 [1911]; J. biol. Chemistry, 
9, 185 [1911]; 12, 275 [1912]. 

2 H. Lieb u. W. Schéniger in Hoppe-Seyler/Thierfelder, Handb. d. physiol.- 
u. pathol.-chem. Analyse, 10. Aufl., Bd. III/1, 8. 312, Springer-Verlag, Heidelberg 
1955. 
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wird in die kapillare Verbindung zwischen Eudiometer und Absorptionsgefi8 ein 
(zako-Hahn (H,) eingesetzt (Verbindung zum AbfluB), der es gestattet, ohne 
gréBere Umstande die Luft aus dem kapillaren Rohr zu entfernen (alle Kapillaren 
haben eine lichte Weite von 1,5 bis 2mm). Ein Erlenmeyerkélbchen von 100 ml 
Inhalt ersetzt die Hempel-Pipette. Es enthalt wie das ReaktionsgefaB einen Mag- 
neten mit Polyathylenhiille. Ein Ansatzstiick (B,) (0,5 em @), das sich méglichst 
nahe dem Boden des Kolbens befindet, stellt die Verbindung zu einer Birne mit 
Permanganatlésung her. Ein eingeschliffener mit Hahnenfett abgedichteter kuppel- 
formiger Deckel erlaubt ein direktes Beobachten der Absorption der nitrosen Gase. 
Am héchsten Punkt des Deckels miindet die Verbindung vom Eudiometer ein. 

Die Bedienung des Apparates erfolgt im wesentlichen wie bei der von 
van Slyke angegebenen?. Bei der Regulierung der Riihrgeschwindigkeit muB 
darauf geachtet werden, da8 sich in der Fliissigkeit des AbsorptionsgefaBes bzw. 
des ReaktionsgefaBes trichterformige Wirbel bilden, ohne da die Fliissigkeit 
spritzt. Die Reaktionszeiten und die Absorptionszeiten sind nicht langer als die in 
der Literatur angegebenen. 

In der beschriebenen Anordnung arbeitete der Apparat zuverlassig und gab 
bei einer Reihe von Bestimmungen bekannter Substanzen die erwarteten Werte. 

Die Vorteile der so veranderten Apparatur sind folgende: Die exzentrische 
Holzscheibe und das groBe platzraubende Stativ fallen weg. Der Apparat kann an 
einem gewoéhnlichen Stativ befestigt werden. Die Verbindungsstiicke sind kiirzer. 
Dadurch und durch Vermeidung der Schiittelbewegungen ist die Bruchgefahr ver- 
ringert. Aus der Verbindung von Eudiometer und Absorptionsgefé8 kann durch 
Bewegen der Permanganatbirne die Luft einfacher verdrangt werden, so daB die 
Permanganatliésung ohne Schwierigkeit bis an den Greiner-Friedrich-Hahn (H,) 
gebracht wird. 


Summary 


A modified apparatus is described for the volumetric determination of amino 
groups according to van Slyke. 


Georg Hoppe-Seyler, Physiologisch-Chemisches Institut der Universitat, 
Wiirzburg, Koellikerstr. 2. 
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Das quantitative Verhaltnis zwischen a-und B-Komponente 
des denaturierten, léslichen Kollagens in der 
Ultrazentrifuge sowie Beschreibung einer schneller 
sedimentierenden y-Komponente 
Von 
W. GraBmann, K. Hannig und J. Engel 
Aus dem Max-Planck-Institut fiir Eiwei8- und Lederforschung, Miinchen 
(Der Schriftleitung zugegangen am 19, Mai 1961) 


Orechowitsch und Schpikiter! haben durch Erwirmen und Zugabe von 
KCNS denaturiertes lésliches Kollagen, welches aus Rattenhaut mit Citratpuffer 
vom pH 4 extrahiert worden war, in der Ultrazentrifuge untersucht. Sie fanden 
eine Auftrennung in zwei Komponenten, von denen sie die langsamere als ~- und 
die schnellere als B-Komponente bezeichneten. Die Autoren beobachteten eine 
starke Konzentrationsabhangigkeit des Verhaltnisses der Flachen unter den Gradi- 
entenkurven durch den Johnston-Ogston-Effekt?. Durch Vergleich der Ultrazentri- 
fugenbilder mit denemkiinstlich hergestellter Mischungen, deren Konzentrationsver- 
haltnis ungefaihr bekannt war, wurde ein Gewichts- Verhaltnis von 1 : 1 geschatzt. 
Doty und Nishihara‘, die ahnliche Untersuchungen an aus Kalbshaut extra- 
hiertem Material machten, postulierten demgegeniiber ein Mol- VerhAltnis von 1 : 1, 
was je nach den angenommenen Molekulargewichten (s. u.) einem ungefahren Ge- 
wichtsverhaltnis «: 8 = 1:2 entsprechen wiirde. Piez et al.4 wiederum schlossen 
auf Grund eines Vergleichs der Aminosaéureanalysen der beiden Komponenten mit 
der des léslichen Kollagens, der allerdings bei der Schwierigkeit der Trennung der 
beiden Komponenten und bei den sehr gering gefundenen Unterschieden ihrer 
Zusammensetzung sehr unsicher ist, auf ein Gewichts-Verhaltnis von 1: 1. 

Die von Orechowitsch und Schpikiter! mit Hilfe der Svedberg-Gleichung 
bestimmten Molekulargewichte (M, = 1,25- 105 und M@ p = 2,9-+ 10°) sowie die 
von Doty und Nishihara? nach der empirischen Beziehung von Williams et al.® 
aus den Sedimentationskonstanten abgeschitzten Werte (M, = 1,2-105 und 
M, = 2,3+ 10°) stimmen annahernd mit den unseren (s. Tabelle) iiberein. Die 
mittels derselben Naherungsformel von Piez et al‘ gefundenen Werte (M, = 0,8 
- 10° und Mz = 1,6 - 105) liegen dagegen wesentlich niedriger, obwohl die Unter- 
suchungsbedingungen dieser Autoren am besten mit den unseren iibereinstimmen. 

Unsere Untersuchungen wurden mit einer Ultrazentrifuge der Fa. Escher- 
Wyss, Schweiz, nach Wiedemann® durchgefiihrt, deren optische Auflésung sehr 
gut ist. Abb. 1 zeigt den Verlauf einer Trennung bei zwei verschiedenen Kon- 


1 W.N.Orechowitsch u. W.O.Schpikiter, Biochemie [Moskau] 28, 285 
[1958]. 

2 H. K. Schachman, Ultrazentrifugation in Biochemistry, Academic Press, 
New York 1959. 

3’ P. Doty u. T. Nishihara, Recent Advances in Gelatine and Glue Re- 
search, 8. 92, Pergamon Press, London 1958. 

- 4 K. A, Piez, E. Weiss u. M.S. Lewis, J. biol. Chemistry 235, 1987 [1960]. 

5 J. W. Williams, W.M.Saunders u. J. S. Cicirelli, J. physic. Chem. 
58, 774 [1954]. 

6 EK. Wiedemann, Chemie-Ing.-Techn. 28, 263 [1956]. 
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zentrationen. Die durch die Sedimentation des Puffers entstehende Durchbiegung 
der Basislinie, die im gleichen Lauf mit einer zweiten Zelle bestimmt wurde, ist in 
der Abbildung bereits graphisch abgezogen. Die Temperatur von 38,7° wurde ge- 
wahlt, da bei dieser Temperatur das lésliche Kollagen auch ohne Zusatz von KCNS 
oder ahnlichem sicher denaturiert vorliegt. 


¢ = 0,530- 10-2 g/ml c¢ = 0,773: 10-2g/ml 





























—— Sed.- Richtung 
Abb. 1. Auftrennung von denaturiertem, mit 3proz. Essigsiure extrahiertem 
Kalbshautkollagen, gelést in an Natriumcitrat 0,075m Citratpuffer, pH 3,7, in 
der Ultrazentrifuge. Die Zeit ¢ rechnet vom Erreichen der vollen Drehzahl von 
51460 U./Min. Temperatur: 38,7°. Die gestrichelten Linien rechts von den Bildern 
sind Referenzlinien mit 6,20 cm Abstand vom Rotationszentrum. 


Das Auftreten einer dritten, schneller sedimentierenden ,,y-Komponente“‘ 
wurde sowohl bei dem mit Citratpuffer vom pH 3,73 als auch bei dem mit 3proz. 
Essigsiure* extrahiertem Material beobachtet. Das lésliche Kollagen aus zwei ver- 
schiedenen Hauten erwies sich dabei als véllig identisch. Die Komponente ist sicher 
keine Verunreinigung, da sie durch ihre hohe Sedimentationskonstante sonst bereits 
bei der Sedimentation des nativen Materials in Erscheinung treten miiBte. Abb. 2 
zeigt die Extrapolation der Sedimentationskonstanten auf die Konzentration Null. 

Die gute Auflésung und der lange Sedimentationsweg (15 mm) erlauben es, 
fiir etwa 10 Aufnahmen jedes einzelnen Laufes bei Konzentrationen von 0,25—0,8% 
die Gradientenkurven zu konstruieren. Der durch die Sektorform der Zellen be- 
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dingte Verdiinnungseffekt wurde durch Multiplikation der planimetrierten Flachen 
mit 2?/x2 (x, = Abstand Rotationszentrum—Maximum des Peaks zur Zeit cer 
Aufnahme, 2z,, = Abstand Rotationszentrum—Meniskus) eliminiert?. Um in 


exakter Weise den Johnston-Ogston-Effekt zu eliminieren, was gerade bei diesem 
Material besonders wichtig ist, sind in Abb. 3 die so erhaltenen Verhaltnisse der 
Einzelflachen F; zur Gesamtfliche YF; auf die Gesamtflaiche gleich Null extra- 
poliert. Aus den so erhaltenen wahren Flachenverhaltnissen der Komponenten 
lassen sich die Gewichtsprozente und daraus mit Hilfe der aus den Sedimentations- 
konstanten nach 1. c.5 bestimmten Molekulargewichte die Molprozente berechnen, 
Die Werte sind in der Tabelle zusammengefaBt. Die Molverhaltnisse von « und f 
verhalten sich wie 1: 1, womit die Annahme von Doty und Nishihara? bestatigt 
wird. Gewichts- und Zahlenmittel des Molekulargewichtes berechnen sich aus den 
Werten der Tabelle zu 1,87 - 105 und 1,7 - 10° in guter Ubereinstimmung mit den 
durch Lichtstreuung bzw. Osmose gemessenen Werten der amerikanischen Autoren 
von 1,95- 105 und 1,7 - 105. Wir bestimmten das Gewichtsmittel mit der Licht- 
streuung zu 1,85 - 105. 
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Abb. 2. Extrapolation der auf Standardbedingungen umgerechneten Sedimen- 
tationskonstanten auf die Konzentration Null. Punkte mit Fahnchen: mit 0,15m 
Citratpuffer, pH 3,7, aus Haut I extrahiert, Messung im gleichen Puffer; Punkte 
mit Doppelfahnchen: mit 0,15m Citratpuffer, pH 3,7, aus Haut II extrahiert, 
Messung in 0,075m Citratpuffer, pH 3,7; Punkte ohne Fahnchen: mit 3proz. Essig- 
siure aus Haut II extrahiert, Messung in 0,075m Citratpuffer, pH 3,7. 


Abb. 3. Extrapolation der Verhaltnisse der Einzelflachen F; zur Gesamtflache DF; 
auf die Gesamtflache Null zur Eliminierung des Johnston-Ogston-Effektes. MeB- 
punkte wie bei Abb. 2. 











Komponente |s,°,-10%[Sek.]] 10-°-M | Gew.-% | Mol.-% 
Pe 3,8 1,15+10% 32,8 48,4 
B 5,05 2,15+10°%, 60,7 47,9 
y 5,7 2,9 +15% 6,4 3,7 


Zur Erklarung der y-Komponente kénnte man sich in Weiterentwicklung der 
Modellvorstellung von Doty und Nishihara vorstellen, da8 der Grundbaustein 
des ldslichen Kollagens die «-Komponente mit einem Molekulargewicht von 
1,15 + 105+-10% ist, welche im nativen Molekiil eine Helix der itibergeordneten 
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Dreierspirale des Modells von Rich und Crick’ bildet (s. Abb. 4). Das native Mole- 
kil kénnte im Organismus zunachst aus drei «-Komponenten gebildet werden 
(Fall I in Abb. 4), von denen spater zwei durch eine Bindung verbriickt werden 
(Fall II). (Die drei Komponenten miissen in ihrer Aminoséurezusammensetzung 
und Sequenz nicht gleich sein®.) Bei etwa jedem 13. Molekiil werden alle drei 
Helices verbunden (Fall III). Die so méglichen drei Molekiilarten brauchen sich im 
nativen Zustand in ihren physikalischen Eigenschaften nicht zu unterscheiden, sie 
zerfallen bei der Denaturierung (wobei sich die durch Wasserstoffbriicken und 
elektrostatische Wechselwirkungen stabilisierte Dreierspirale auflist und Molekiile 
mit der Form statistischer Knauel gebildet werden) jedoch in verschieden groBe 
Produkte. Das Molekiil I zerfallt in drei «-Komponenten, II in eine «- und eine 
f-Komponente und III in eine y-Komponente. In dem von uns untersuchten 
Material miiBte so neben der Molekiilart II etwas von der Form III vorliegen, 


\ I vf \ I 





_ — 


A 
og (4 x ? 8 
Abb. 4. Modellvorstellung der Denaturierung von léslichen Kollagen (nicht maB- 
stablich!). Erklarung siehe Text. 


Fiir diese Modellvorstellung sprechen die Befunde von Orechowitsch et al?, 
die zeigten, daB das mit Neutralsalzlésungen extrahierbare, in der Haut noch ge- 
lést vorliegende Kollagen bei der Denaturierung nur in die «-Komponente zerfallt 
(Form I in Abb. 4). Dieses ist als Vorstufe des zwar schon in Fibrillenform abge- 
schiedenen aber noch mit sauren Puffern léslichen Prokollagens aufzufassen, von 


7 A. Rich u. F. H.C. Crick, Recent Advances in Gelatine and Glue Re- 
search, S. 20, Pergamon Press, London 1958. 

8 W. GraBmann, K. Hannig u. M. Schleyer, diese Z. 322, 71 [1960]. 

® W.N.Orechowitsch, W.O.Schpikiter, W.J.Mazurow u. 0.W.Kou- 
nina, Bull. Soc. Chim. biol. 42, 505 [1960] (uns stand bisher nur das Referat in 
Collagen Currents, Marz 1961, zur Verfiigung). 
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dem aus im Laufe der Biosynthese dann durch Vernetzung der einzelnen Molekiile 
das unldsliche, ,,reife‘‘ Kollagen gebildet wird (s. 1. c.1°)’ Doty und Nisbihars 
stellten fest, daB die B-Komponente bei pH 12 in die «-Komponente iibergeht. Die 
fragliche Briickenbindung muB also relativ schwach sein. Méglicherweise sind an 
dieser die von Gallop et al. sowie von Hérmann und Klenk! gefundenen mi 
Hydroxylamin spaltbaren Bindungen beteiligt. 


Summary 


The «- and £-components of denatured soluble collagen exist in a molar ratio 
of 1: 1. In addition a more rapidly sedimetable :y-component is described. 


10 W. GraBmann, Leder 6, 241 [1955]; Beitr. Silicoseforsch., Sonderband 1, 
137 [1955]. 

11 P.M. Gallop, S.Seifter u. E. Meilman, Nature [London] 188, 1659 
[1959]. 

122 H. Hormann u. M. Klenk, veréffentlicht von W. GraBmann, Vortrag 
vor der Schwed. chem. Ges., Stockholm, 23. IV. 1959, Soc. chem. Tidskr. 72, 275 
[1960]; H. Hérmann, Leder 11, 173 [1960]; Vortrag, Bochum 25. 11. 1960, 
Beitr. Silicoseforsch., Sonderband 4 (im Druck). 
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